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IVADAS

Gyviiny modeliai suteikia nejkainojamy ziniy apie zmogaus ligy patofiziologija ir reikSmingai
prisideda prie zmogaus sveikatos gerovés (Robinson et al., 2019). Neurodegeneraciniy ligy gyviiny
modeliai yra vertingi siekiant suprasti demencijos patofiziologija. Demencija apibréziama kaip
daugiau nei vienos pazinimo srities kognityvinis sutrikimas, kuriai biidingas intelektiniy gebéjimy
praradimas, trukdantis jprastai socialinei veiklai ir asmens santykiams, taciau néra sgmonés uztemimo
ir motorinio jsitraukimo (Neha et al., 2014). Viena i$ labiausiai paplitusiy ligy, kuriai yra btdinga
demencija, yra Alzheimerio liga, ir tikimybé susirgti demencija did€ja Zzmogui senstant (Arvanitakis
et al., 2019). Manoma, kad 2050 metais vyresniy nei 65 mety amziaus zmoniy skaicius pasieks 2
milijardus (Grande et al., 2020). Sparciai vykstantis visuomenés senéjimas padidina su amziumi
susijusiy sveikatos sutrikimy nasta, todél ypac aktualu ieskoti veiksmingy prevenciniy ir terapiniy

priemoniy $iai problemai spresti (Hou et al., 2019).

D¢l demencijos paplitimo ir prastos ligos prognozés moksliniy tyrimy prioritetu iSlieka
demencijos gyviiny modeliy kiirimas ir vystymas. Siuo metu yra sukurta jvairiy demencijos ir
kognityvinés funkcijos gyviiny modeliy, kurie vienas nuo kito skiriasi patofiziologija. Skiriami Sie
pagrindiniai modeliai: spontaninis arba senéjimo sukeltas modelis, cheminémis medziagomis sukelti
atminties sutrikimai, transgeninis modelis, daug riebaly turincios dietos sukelta demencija, hipoksijos
sukelti atminties sutrikimai ir kiti (Neha et al., 2014). Tarp cheminémis medziagomis sukelty
demencijos modeliy farmakologinis skopolamino amnezijos modelis daznai naudojamas
sumodeliuoti su Alzheimerio liga susijusius pazinimo ir atminties sutrikimus (Haider et al., 2016).
Skopolaminas yra muskarininiy acetilcholino (ACh) receptoriy antagonistas (mAChR), sukeliantis
cholinergine blokadg. Yra Zinoma, jog cholinerginé sistema atlieka svarby vaidmenj mokymaosi ir
atminties procesuose, o Sios sistemos sutrikimai siejami su atminties praradimu ir koreliuoja su

Alzheimerio ligos sunkumo stadija (Alikatte et al., 2012).
Darbo tikslas: Jdiegti farmakologinj Wistar ziurkiy atminties sutrikdymo modelj.
Darbo uzdaviniai:

1. Sukelti atminties sutrikdyma Wistar Ziurkéms panaudojant skopolamino injekcijas ir iStirti
kokig jtaka sukeltas atminties sutrikdymas turi gyviiny elgsenai.
2. Nustatyti su amziumi susijusius sveiky Wistar ziurkiy atminties sutrikimus ir poveikj elgsenali

bei palyginti su skopolamino sukeltais atminties poky¢iais.



1. LITERATUROS APZVALGA
1.1. Laboratoriniy gyviiny modeliy reik§mé

Laboratoriniy gyviiny modeliai atlieka itin svarby vaidmenj biomedicininiuose tyrimuose
tiriant elgseng bei fiziologinius ir patofiziologinius mechanizmus ir procesus. Gyviiny modeliai
vystomi ir véliau naudojami elgesio neurobiologiniuose tyrimuose dazniausiai dél dviejy priezas¢iy:
1) siekiant pagilinti Zinias apie mechanizmus, atsakingus uz jprastg ir nejprastg elgsena; 2) sukauptas
zinias perkelti i§ ikiklinikiniy gyviiny tyrimy lygmens j klinikiniy tyrimy lygj (van der Staay et al.,
2009). Ziniy pagilinimui apie elgsenos poky¢ius atliekamos farmakologinés moduliacijos, nervinio
audinio destrukcija arba naudojami laboratoriniai gyviinai, turintys nattiraliai jgimtus trilkumus. Igyty
ziniy perkélimas ] klinikinius tyrimus gali jvykti identifikavus potencialiy vaistiniy medZiagy
veikimo mechanizmus bei jvertinus $iy junginiy neuroapsauginj (smegenis apsaugantj), degeneracija
stabdantj, psiching sveikatg stiprinant] ar pazinimg gerinantj efektyvuma, atsizvelgiant j su gydymu
susijusias rizikas tokias kaip saugumas, toksiSkumas, teratologija (anomalijy atsiradimas) (van der
Staay et al., 2009). Idealiu atveju patikimas (angl. valid) gyviiny modelis turéty atitikti Siuos
kriterijus: 1) sutapti su zmogaus ligos svarbiais anatominiais, biocheminiais, neuropatologiniais arba
elgesio ypatumais (angl. face validity); 2) reaguoti | gydyma arba nuspéti gydymo veiksminguma
zmonéms (angl. predictive validity); 3) atkurti etiologinius procesus, sukelian¢ius Zzmoniy ligas, ir
atkartoti ligos nulemtus nervy sistemos ir elgesio pokycius (angl. construct or etiological validity)
(Nestler et al., 2010). Nei vienas i$ $iuo metu priecinamy gyvuny modeliy negali atitikti visy anks¢iau
iSvardinty kriterijy, o tik tam tikrus aspektus. Placiausiai naudojami modeliai yra paremti genetinémis
manipuliacijomis, gydymu cheminémis medziagomis bei jvairiy socialiniy ar aplinkos veiksniy,
sukelianciy stresg, pritaikymu (Czéh et al., 2021). Grauzikai yra placiausiai naudojami laboratoriniai
gyviinai eksperimentiniuose tyrimuose ir sudaro beveik 80 proc. visy eksperimentiniy gyviny
(Ghasemi et al., 2021). Ziurkés yra pladiai naudojamas gyviny modelis Siuose tyrimuose:
toksikologijos, nutukimo, socialinio streso, osteoporozés, diabeto bei neurobiologijos (Ghasemi et
al., 2021). Wistar ir Sprague-Dawley ziurkés yra dazniausiai moksliniuose tyrimuose naudojamos
nelinijinés (angl. outbred) ziurkés. (Ghasemi et al., 2021). Apibendrinant galima teigti, jog
laboratoriniy gyviiny modeliai yra itin svarbiis siekiant jgyti Ziniy apie patofiziologinius
mechanizmus, lemiancius elgsenos pasikeitima, ir ieSkant potencialiy gydymo strategijy, kuriy

efektyvumas toliau vertinamas klinikiniuose tyrimuose.

1.2. Grauziky demencijos modeliai

Kognityvinés funkcijos susilpnéjimas - bendras bruozas jvairiems neurologiniams ir
psichiniams sutrikimams, tokiems kaip Alzheimerio liga, epilepsija, Sizofrenija ir depresija (Bhatt et
al., 2014). Demencija apibiidinama kaip intelektiniy gebéjimy praradimas dél neurony pazeidimo ar
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Jju zuties dél kuriy sutrinka kognityviniai procesai tokie kaip atmintis, samprotavimas ir mokymasis
(Bhatt et al., 2014; Haider et al., 2016). Kognityvinés funkcijos sutrikimai gali bati: 1) jgimti; 2)
nulemti aplinkos veiksniy tokiy kaip galvos smegeny pazeidimai, psichikos ligos ir toksines
medziagos; 3) pasireiksti dél fiziologiniy veiksniy — streso, uzdegimo bei neurologiniy sutrikimy
(Haider et al., 2016). Siekiant apibendrinti su jvairiais sutrikimais susijusius pazinimo pokycius ir
kurti terapines gydymo strategijas mokslininkai naudoja ikiklinikinius demencijos modelius (Haider
et al., 2016).

Dazniausiai naudojami gyviiny demencijos modeliai yra sukurti taikant farmakologines
intervencijas, nukreiptas j jvairius receptoriy lygius (Haider et al., 2016). Eksperimentiskai jrodyta,
jog tarp visy farmakologisSkai sukelty demencijos modeliy skopolamino sukeltas amnezijos modelis
(angl. scopolamine-induced amnesic model) daznai naudojamas sumodeliuoti su Alzheimerio liga
susijusius kognityvinés funkcijos ir atminties sutrikimus (Haider et al., 2016). Farmakologiniams
modeliams taipogi priskiriamas kortikosterono streso modelis (angl. corticosterone-induced stressed
model), kurj kai kurie tyréjai naudoja kaip neuroendokrininj arba emocinj demencijos modelj (Darcet
et al., 2014). Darcet ir kiti (2014) nustaté, jog 4 savaitiy trukmés kortikosterono skyrimas 8-10
savaiCiy amziaus C57BL/6J peléms sukélé epizodinés, asociatyvings ir vizualinés-erdvinés atminties
sutrikimus. (Woodson et al., 2003) istyré, kad stresa sukeliantis veiksnys - plésriing (katg)
imituojantys vaizdiniai, garsiniai ir uosliniai elementai Sprague-Dawley ziurkéms sutrikdé nuo
hipokampo priklausomg darbing¢ erdving atmintj bei buvo nustatyta reikSminga koreliacija tarp
padidéjusio kortikosterono lygio ir atminties sutrikdymo. Mokslininkai taip pat yra iSvyste atminties
sutrikdymo modelj, kurj sukelia triuk§mas (Haider et al., 2016). (Azman et al., 2015) nustaté, kad po
14 dieny kasdien Sprague-Dawley ziurkéms pateikiamo 4 valandy trukmeés 100 dB triukSmo, jy
kognityviniai geb¢jimai suprastéjo. Kitas demencijos modelis - sunkiyjy metaly sukelta demencija
(Neha et al., 2014). Nustatyta, kad metalai: gelezis, varis, chromas, kobaltas, aliuminis ir cinkas gali
padidinti reaktyviy deguonies formy (angl. reactive oxygen species, ROS) susidarymag ir lemti
demencijos iSsivystymg (Neha et al., 2014). Aliuminio sukeltas neurotoksiskumo modelis,
nulemiantis kognityvinés funkcijos sutrikimus, yra pla¢iai naudojamas tarp tyréjy (Jayanthi et al.,
2013). Aliuminis, peréjes kraujo-smegeny barjera kaupiasi hipokampo piramidiniuose neuronuose ir
kaktinéje smegeny zievéje (angl. frontal cortex) (Neha et al., 2014; Haider et al., 2016). Aliuminis
sutrikdo vizualing atmintj, démesj ir susikaupimg (Haider et al., 2016). Be jau anks¢iau paminéty
farmakologiniy bei aplinkos poveikio sukelty grauZiky demencijos modeliy dar yra iSskiriami
spontaniniai arba fiziologiniai modeliai, kuriems priskiriamas natiiralus sen¢jimo modelis (Haider et
al., 2016). Senstantys gyviinai naudojami dél su amziumi susijusio kognityvinio sutrikimo ir elgsenos
poky¢iy (Neha et al., 2014). Sie kognityvinés funkcijos pakitimai siejami su struktiiriniais neurony,
sinapsiy ir nerviniy skaiduly poky¢iais, taip pat dél neuromediatoriy kiekio pasikeitimo, oksidacinés
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pazaidos galvos smegenyse (Haider et al., 2016). Apibendrinant galima teigti, kad $iuo metu yra
iSvystyta jvairiy gyviiny modeliy, kurie atspindi demencijg ir kitus pazinimo sutrikimus. Spontaninis,
su amziumi susijgs gyviny modelis yra neinvazyvus, natiiralus ir be jokiy neurocheminiy
manipuliacijy (Neha et al., 2014). Skopolaminas eksperimentiniams tikslams daznai naudojamas kaip
standartinis vaistas siekiant sutrikdyti atmintj ir Siam modeliui nereikalingos chirurginés procediiros

(Neha et al., 2014).

1.3. Cholinerginés sistemos reik§mé

Cholinerginés sinapsés aptinkamos zmogaus centrinéje nervy sistemoje (Hampel et al., 2018).
Siy sinapsiy didelis tankis gumbure, dryZuotame kiine (angl. striatum), limbinéje sistemoje bei
naujojoje smegeny zieveje (angl. neocortex) byloja, jog cholinerginé sistema yra kritiSkai svarbi
atminc¢iai, mokymuisi, démesiui bei kitoms aukstesnéms galvos smegeny funkcijoms. Cholinerginé
sistema atlieka pagrindinj vaidmenj moksliniuose tyrimuose, kuriuose tiriamas jprastas pazinimas ir
su amziumi susij¢s kognityvinés funkcijos susilpnéjimas jskaitant demencijas pvz. Alzheimerio liga

(Hampel et al., 2018).

ACh yra pagrindinis neurotransmiteris galvos smegenyse, kuris pasizymi aktyvumu visoje
galvos smegeny zievéje, pamato branduoliuose ir priekiniame smegeny pamate (Hampel et al., 2018).
Nustatyta, jog ACh dalyvauja daugelyje svarbiy funkcijy jskaitant: 1) cheminj signalo perdavima
nervo-raumens jungtyje; 2) autonoming¢ funkcijg periferinéje nervy sistemoje; 3) tarpininkavimag
démesio, mokymosi ir atminties procesuose (Bertrand et al., 2020). ACh sintezei reikalingi substratai
— cholinas ir acetilkofermentas A (acetil-KoA) bei fermentas cholino acetiltransferazé (Bertrand et
al., 2020). Neuromediatoriaus ACh perteklius sinapsiniame plySyje hidrolizuojamas fermento
acetilcholinesterazés (AChE) iki cholino ir acetato, kuric grgzinami perdirbimui naudojant
jsisavinimo (angl. uptake) mechanizmg (Hampel et al., 2018; Bertrand et al., 2020). ACh sukelia
poveikj jungdamasis prie membranoje esanciy dviejy receptoriy tipy: 1) su G baltymu susijusiy
mAChR, kuriy aptinkama centrinéje ir periferinéje nervy sistemose; 2) su ligandu susijusiy
(jonotropiniy) nAChR, kuriy randama centrinéje ir periferinéje nervy sistemose, neuronuose i$

parasimpatiniy ganglijy, nervo- — raumens jungtyje (Bertrand et al., 2020).

Egzistuoja cholinerginé hipoteze¢, paaiSkinanti ACh vaidmen] mokymosi ir atminties
procesuose (Klinkenberg et al., 2010). Si hipotez¢ susideda i3 trijy svarbiy moksliniy atradimy: 1)
smegeny zievéje atrasta, jog yra sumazéjes presinapsinio cholinerginio Zymens - fermento cholino
acetiltransferazés kiekis; 2) nustatyta, jog Meynerto pamato branduolys (lot. nucleus
basalis Meynert), esantis priekiniame smegeny pamate, yra smegeny zievés cholinerginés inervacijos
Saltinis, ir pvz., sergant Alzheimerio liga, pasireiSkia Sios srities neurodegeneraciniai procesai; 3)

cholinerginiai antagonistai sutrikdo atmintj, o agonistai pasizymi prieSingu poveikiu (Hampel et al.,
7



2018). Cholinerginé Alzheimerio ligos hipotezé paremta laipsnisku limbinés sistemos ir naujosios
smegeny zievés cholinerginés inervacijos praradimu (Hampel et al., 2018). Manoma, kad
neurofibriliné degeneracija priekiniy smegeny pamate yra pagrindiné priekiniy smegeny
cholinerginiy neurony disfunkcijos ir mirties priezastis, kuri sukelia presinapsinés cholinerginés
inervacijos praradimg (Hampel et al., 2018). D¢l cholinerginiy neurony disfunkcijos ar Zzities
suprastéja kognityviniai gebé¢jimai (Bhuvanendran et al., 2018). Taip pat eksperimentiskai patvirtinta,
kad AChE aktyvumas yra reik§mingai padidéjes Alzheimerio liga serganciy pacienty galvos smegeny
zievéje, hipokampe bei migdoliniame kiine (Manral et al., 2016). Remiantis cholinergine hipoteze
viena i§ Alzheimerio ligos gydymo strategijy galéty buti — panaudoti junginius, kurie blokuoty
fermentus, skaidanc¢ius ACh (Hampel et al., 2018). Tokiems junginiams priskiriami cholinesterazés
arba acetilcholinesterazés inhibitoriai, kurie slopina ACh skilimg ir iSlaiko jo aktyvuma
cholinerginése sinapsése. Siuo metu prieinami, JAV maisto ir vaisty administracijos (angl. Food and
Drug Administration) patvirtinti cholinesterazés inhibitoriai yra donepezilas, rivastigminas ir
galantaminas (Hampel et al., 2018; Hou et al., 2019). Vis délto, acetilcholinesterazés inhibitoriai turi
trikumy — pasireiSkia nepageidaujamas cholinerginis poveikis (pykinimas, vémimas, diar¢ja,
anoreksija, pilvo skausmai), hepatotoksiskumas (Manral et al., 2016; Colovic et al., 2013). Taipogi
Sie vaistiniai preparatai tik palengvina kai kuriuos simptomus ir turi ribotas galimybes uzkirsti kelig
tolimesniam ligos progresavimui (Hou et al., 2019). Apibendrinant galima teigti, jog cholinerginé
sistema yra itin reikSminga kognityvinéms funkcijoms (mokymuisi, atminciai) ir $ios sistemos

pazeidimai prisideda prie demencijos, jskaitant Alzheimerio ligg, iSsivystymo.
1.4. Skopolamino cheminé struktiira ir biocheminés charakteristikos

Skopolaminas (hioscinas, angl. devil's breath) priskiriamas tropano alkaloidy klasei, kuriy
struktdirinis elementas yra 8-metil-8-azabiciklo[3.2.1]oktanas (tropanas) (1 pav.). Skopolaminas
natliraliai gaunamas kaip antrinis bulviniy (Solanaceae) $eimos augaly metabolitas arba cheminés

sintezés metu (Kohnen-Johannsen et al., 2019).

H,C
SN

o CH»0OH
>/..nlll.'|1
0 H

Skopolaminas



1 pav. Skopolamino bendroji strukttiriné formulé

Skopolaminas geba pereiti kraujo-smegeny barjera (Jahanshahi et al., 2020). Sis junginys
placiai naudojamas kaip anticholinerginis vaistinis preparatas, kurio veikimo mechanizmas —
konkurentiskas, neselektyvus jungimasis prie mAChR, neleidZziant prie receptoriaus jungtis
neurotransmiteriui ACh (Kohnen-Johannsen et al., 2019). Dél pernelyg didelio ACh i$siskyrimo yra
pazeidziamas hipokampas ir priklausomai nuo skopolamino dozés sutrinka mokymasis ir atmintis
(Neha et al., 2014). Taipogi nustatyta, kad didelés skopolamino koncentracijos gali blokuoti ir
nikotininius acetilcholino receptorius (nAChR) (Klinkenberg et al., 2010). Metabotropiniai mMAChR
priskiriami prie su G baltymu susijusiy receptoriy (angl. G-protein-coupled receptors, GPCPs) Seimos
poklasio ir turi penkis subtipus (M1-M5) (Kohnen-Johannsen et al., 2019). M1, M3 bei M5 subtipali
yra susijunge su moduliuojanciu Gq receptoriumi ir generuoja citozolinio kalcio prag¢jima per
fosfolipazés C signalizacijos kelig (Kohnen-Johannsen et al., 2019). M2 ir M4 subtipai jungiasi su Gi
baltymu ir slopina adenilil ciklaze (Kohnen-Johannsen et al., 2019). M1 subtipo receptoriy randama
centrinéje nervy sistemoje, ganglijuose ir jie dalyvauja atminties bei mokymosi procesuose (Kohnen-
Johannsen et al., 2019). M1 subtipo receptoriai yra labiausiai paplit¢ tarp visy mAChR receptoriy
subtipy ir aptinkami galvos smegenyse, jskaitant dryZuotajj kiing (Xiang et al., 2012). M1 subtipo
receptoriai taip pat svarblis motorinéms funkcijoms bei jy kontrolei, miego ir budrumo ciklo
reguliacijai (Xiang et al., 2012). M2 subtipo receptoriai aptinkami Sirdyje, M3 receptoriai dalyvauja
lygiyjy raumeny susitraukime (Kohnen-Johannsen et al., 2019). M4 receptoriy aptikta priekinése
smegenyse, hipokampe bei dryZuotame kiine ir manoma, kad jie dalyvauja skausmo procesuose
(Kohnen-Johannsen et al., 2019). M5 receptoriy fiziologinis poveikis dar néra tiksliai iSaiSkintas,
taCiau manoma, kad Sie receptoriai dalyvauja galvos smegeny kraujotakoje ir sukelia kraujagysliy
susitraukimg ir i$siplétimg bei azoto oksido sintazés aktyvacija (Kohnen-Johannsen et al., 2019).
Skopolaminas neteikia pirmenybés jokiam mAChR receptoriy subtipui, jis neselektyviai blokuoja
ACh prisijungimg prie §iy receptoriy ir tokiu biidu paveikia fiziologines funkcijas (Klinkenberg et
al., 2010).

Skopolaminas d¢l neselektyvaus jungimosi prie skirtingy mAChR subtipy sukelia centrinj ir
periferinj poveikj (Klinkenberg et al., 2010). Manoma, kad centrinj skopolamino poveikj lemia M1
ir greiCiausiai M5 subtipai dél jy specifinio pasiskirstymo galvos smegenyse (Klinkenberg et al.,
2010). Skopolaminas taip pat sukelia ir periferinj poveikj: ple¢ia akiy vyzdZius, sutrikdo lgSiuko
akomodacija, sumazina seiliy i§skyrima ir spéjama, kad tai sukelia M3 subtipo receptoriy blokada
(Klinkenberg et al., 2010). Sis junginys taipogi sukelia spazmolitinj, vietinj anestezinj poveikj bei
nuo dozés priklausomg psichoaktyvy poveikj bei haliucinacijas (Kohnen-Johannsen et al., 2019).

Skopolaminas anks¢iau naudotas medicinoje: transderminiu biidu buvo skiriamas supimo ligai (angl.



motion sickness) gydyti (Kohnen-Johannsen et al., 2019). Apibendrinant galima teigti, jog
skopolaminas yra anticholinerginis vaistinis preparatas, kuris neselektyviai jungiasi prie skirtingy

mAChR subtipy ir sukelia centrinj bei periferinj poveiki.

1.5. Skopolamino sukelti elgsenos pokyciai

Skopolaminas, dél centrinés cholinerginés sistemos veiklos blokavimo, sukelia démesio
iSlaikymo, informacijos apdorojimo, naujy ziniy jgijimo griztamus sutrikimus tiek grauzikams, tiek
zmonéms (Alikatte et al., 2012). D¢l Sios priezasties skopolamino farmakologinis modelis plac¢iai
naudojamas studijuoti su demencija susijusias ligas (Tang, 2019). Skopolaminas sutrikdo ilgalaike
potenciacijg (angl. long term potentiation, LTP), todél naudojamas Alzheimerio ligos gyviiny
modeliuose (Alikatte et al., 2012). Sis mAChR antagonistas taip pat turi jtakos darbinei atminéiai,
kuri svarbi atliekant kompleksines, kognityvines uzduotis (Tang, 2019). Neurobiologiniai tyrimai
rodo, kad skopolaminas gali sutrikdyti trumpalaike atmintj bei gebéjima mokytis (Tang, 2019).
Skopolaminu paveiktos ziurkés pasizymi sutrikusiais erdviniais mokymosi geb¢jimais (Chen et al.,

2014).

Manoma, kad skopolamino sukeltas atminties sutrikdymas yra susijes su oksidacine pazaida
bei AChE aktyvumo poky¢iais (Hosseini et al., 2015). Tyréjai Hosseini ir kt. (2015) analizavo
séjamosios juodgriudés (lot. Nigella sativa L.) ekstrakto poveikj atminéiai ir mokymuisi panaudojant
skopolamino modelj bei vertino galvos smegeny audiniy oksidacinge pazaidg ir AChE aktyvuma.
Wistar ziurkiy patinai atsitiktinai buvo suskirstyti j keturias grupes. Pirmai grupei buvo atliktos
intraperitoninés (i.p.) fiziologinio tirpalo injekcijos viso testo metu; antrai grupei — fiziologinio tirpalo
injekcijos buvo atliekamos kasdien 2 savaites ir 30 minuciy pries kiekvieng Morris vandens labirinto
testo eksperimentg papildomai skirtos 2 mg/kg kiino masés skopolamino injekcijos (i.p.); treciai ir
ketvirtai grupéms kasdien 2 savaites buvo leidziamos injekcijos (i.p.) atitinkamai 200 mg/kg bei 400
mg/kg séjamosios juodgriidés ekstrakto ir galiausiai atliktos 2 mg/kg skopolamino injekcijos (i.p.) 30
minuciy iki Morris vandens labirinto testo eksperimenty. Elgsenos testo metu vertinta po kiek laiko,
nuo gyviino patalpinimo ] vandens labirinta momento, Ziurké pasiekia platformg ir kokj atstumag
nuplauké labirinte. Po atlikty elgsenos testy gyviiny galvos smegenys buvo paSalintos ir Zievés
audiniuose nustatytas AChE aktyvumas, lipidy peroksidazés Zymens malondialdehido kiekis. Gauti
elgsenos testy rezultatai parode, jog antros grupés laikas, kada pasiekta platforma, buvo statistiSkai
reik§mingai ilgesnis, o nuplauktas atstumas didesnis nei kontrolinés grupés. Taip pat nustatyta, jog
antros grupés AChE aktyvumas ir malondialdehido kiekis Zievéje lyginant su kontroline grupe buvo
statistiSkai reikSmingai didesnis. Rezultatai patvirtino, jog skopolaminas sukelia erdvinés atminties

sutrikimus, padidina AChE aktyvumag ir sukelia oksidacine pazaidg (Hosseini et al., 2015).
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mAChR antagonisty sisteminis skyrimas, pvz., skopolamino 0,5-10 mg/kg kiino masés
intraperitoninés injekcijos, ziurkéms padidino lokomotorinj aktyvumg (Chintoh, 2003). Viena i§
teorijy, kaip skopolaminas sukelia hiperaktyvuma, galéty biiti dél smegeny kamienui priklausancio
dorsalinés tilto dalies cholinerginés sistemos (angl. mesopontine cholinergic system) slopinimo
sutrikdymo. Taip pat yra nustatyta, jog Sisteminés skopolamino 1-10 mg/kg kiino masés
intraperitonings injekcijos padidina dopamino iSlaisvinimg dryzuotame kiine ir tomis pacios dozémis
sukelia lokomotorinio aktyvumo padidéjimg (Chintoh, 2003). Kitame tyrime nustatyta Ziurkiy
hipokampo, dryZzuotojo kiino bei kaktinés smegeny zievés (angl. frontal cortex) cholinerginio
aktyvumo teigiama koreliacija su 0,4 mg/kg kiino masés skopolamino injekcijy po oda sukeltu
hiperaktyvumu (Day et al., 1991; Klinkenberg et al., 2010). Skopolamino nulemti gyviny
lokomotorinio aktyvumo poky¢iai taip pat priklauso nuo jvairiy eksperimentiniy veiksniy: naudojamy
laboratoriniy gyviny nelijininio kamieno (klono) ar linijos, elgsenos testo, vaistiniy medZiagy
koncentracijos ir kt. (Klinkenberg et al., 2010). Apibendrinant galima teigti, jog skopolaminas sukelia
Siuos elgsenos pokycCius: griztamag kognityvinés funkcijos sutrikimg bei padidina lokomotorinj
aktyvuma.

1.6. Grauziky su atmintimi susijusio elgesio tyrimai

Siomis dienomis naudojama didel¢ grauziky elgsenos testy jvairové siekiant jvertinti gyviny
sensorines ir motorines funkcijas, socialines sgveikas, su nerimu ir depresija susijusius elgesio
bruozus, priklausomybes nuo jvairiy medziagy ir pazintines funkcijas tokias kaip mokymasis ir
atmintis (Hanell et al., 2014). Elgsenos testy rezultaty interpretavimui svarbu remtis Ziniomis apie
natiiralig grauziky elgseng ir jy geb¢jimus ir jvertinti etologinj (gyviny elgesio) testo pagristuma

(Belovicova et al., 2017).

Vienas i§ dazniausiai naudojamy elgsenos testy — atviro lauko testas (angl. open field test), kuris
paremtas spontanine grauziky elgsena t.y. naujos aplinkos atvirame lauke tyrin¢jimu. Nors atviro
lauko testas kartais jvardijamas kaip standartizuotas testas, taciau kai kurie parametrai skiriasi: arenos
dydis ir forma, ap$vietimo lygis, gyviino susipazinimas su arena (vienkartinis ar pakartotinis), testo
trukmeé (1-30 min.), testavimo dienos laikas, motyvacija (maisto ir/ar vandens stokojantys gyviinai),
gyviny laikymo salygos iki testo pradZios (individualiai ar socialinémis grupémis), gyviny lytis ir
kt. Sio testo pradZios metu gyvinai patalpinami j arenos centro zona, daZniausiai 5 minutéms, ir
vertinamas horizontalus judéjimas, vertikalaus aktyvumo daznis bei saves Svarinimosi veiksmai
(angl. grooming) (Belovicova et al., 2017). Tyréjai Haider ir kt. (2016) siekiant nustatyti gyviiny
lokomotorinj aktyvumg ir tiriamaji elgesj pasirinko atviro lauko testa. Tyrime buvo panaudota
kvadrato formos arena (76 cm x 76 cm) su nepermatomomis 42 cm auks$¢io sienomis, 0 arenos

grindys buvo padalintos j 25 lygius langelius. Elgsenos testo pradZios metu gyviinas buvo perkeltas |
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centrinj atviro lauko langelj, eksperimentas tesési 5 minutes. Aktyvumas buvo nustatytas
apskaiciavus latencijos periodg ir suskaic¢iuojant langeliy skaiciy, kuriuos ziurké visomis keturiomis

galtinémis peréjo (Haider et al., 2016).

Gyviino nerimo jvertinimui naudojamas elgsenos testas — pakeltas pliuso formos labirintas
(angl. elevated plus maze, EPM) (Belovicova et al., 2017). Grauzikai jprastai vengia atviry ir stipriai
apsviesty viety, bet tuo paciu yra linke tyrinéti naujas vietas, todél vertinamas $iy priesingy dirgikliy
santykis. Skai¢iuojami jéjimai j atviras ir uzdaras rankoves, centro zong bei bendras laikas, praleistas
Siose zonose. Kuo atvirose rankovése praleistas laikas ilgesnis tuo gyviinas pasizymi Zemesniu

nerimo lygiu (Belovicova et al., 2017).

Jau seniai buvo pastebéta, kad ziurkés yra linkusios labiau tyrinéti nauja objekta nei i§ anks¢iau
pazjstamg objekta (Wooden et al., 2021). Si tendencija nulémé, kad buvo sukurtas naujo objekto
atpazinimo testas (angl. novel object recognition task, NOR). Sis testas yra daznai naudojamas
grauzikams jvertinti atpaZinimo atmint] paZjstamiems objektams, pamatuojant teikiamg bei
pirmenybe naujam objektui (Wooden et al., 2021). Naujo objekto atpazinimo testui atlikti nereikia
pastiprinimo ar bausmés siekiant motyvuoti gyviino elgseng ir ilgy mokymy prie$§ eksperimenty
pradzia. Sis testas paremtas natiiraliu grauziko polinkiu tyrinéti aplinka, artintis ir dométis objektais,
kurie yra naujoviski. Naujo objekto atpazinimo testas placiai naudojamas tirti atmintj, sinapsinj
plastiSkuma, galvos smegeny ligos sukelta funkcijos sutrikimg arba atsigavimg po ligos, streso
poveikj, senéjimo procesus (Wooden et al., 2021). Testo metu gyviinas pirmiausia susipazjsta su
dviem identiskais objektais, kurie greitai taps pazjstamais objektais (A1+A2) ir grazinami atgal |
narvel] retencijos arba sulaikymo periodui. Antrosios fazés metu gyviinui pateikiami vienas jau
pazjstamas ir kitas naujas objektai (A+B). Naujas objektas nuo pazjstamo objekto gali skirtis forma,
dydziu, spalva ir kitais pozymiais. Laikas, kurj gyviinas praleido tyrinédamas naujajj objekta
palyginamas su laiku, kurj gyviinas praleido tyrinédamas pazjstama objekta antrosios fazés metu.
Jeigu gyviinas daugiau laiko praleidZia prie naujojo objekto yra prieinama prie i§vados, kad gyviinas
atskyré objektus pagal pozymius, kurie biidingi jau pazjstamam objektui ir kurie buvo aptikti naujame
objekte. Vienas i§ Sio testo trukumy — néra tikslaus teste naudojamy objekty standartizavimo.
Funkcinés objekty savybés gali turéti didelés jtakos pradiniam grauZiko susidomejimui ir jj gali
paveikti priklausomai nuo to, ar objektas yra pritvirtintas ar gali biiti pajudintas i§ vietos. Objektai
taip pat gali buti per dideli ar kitais budais sukelti grauzikui sunkumy natiiraliai parodyti

susidoméjimg (Wooden et al., 2021).

Vienas labiausiai iSvystyty elgsenos testy, skirty erdvinés darbinés atminties jvertinimui yra
spontaninio Kkaitaliojimo T formos labirinto testas (angl. spontaneous alternation T-maze) (d’Isa et

al., 2021). T formos labirinta sudaro pradZios rankové bei dvi $oninés (kairé ir desiné) rankoves. Sis
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elgsenos testas paremtas natiiraliu grauziky polinkiu pirmenybg¢ teikti naujos rankovés tyrinéjimui ir
tai skatina juos rinktis dar neiStirtg tiksling rankove pakartotiniy bandiniy metu. Pirmojo bandinio
metu gyvinas pasirenka vieng i§ Soniniy rankoviy, o antrojo bandinio metu, kai atidarytos abi
rankovées, gyviinas pirmenybe teikia pries tai dar netyrinétai rankovei. Trec¢io bandinio metu, jeigu
toks biity atliktas, kai jau abi rankovés aplankytos, sveikas gyvinas rinksis tg rankove, kurios

aukstesnis naujumo laipsnis (d’Isa et al., 2021).

Morris vandens labirinto testas (angl. the Morris water maze) yra populiari uzduotis siekiant
i8tirti Ziurkiy erdving navigacija bei atmint]. Hipokampas atlieka reikSmingg vaidmen; erdvinéje
navigacijoje ir atminties procesuose (Bye et al., 2019). Morris vandens labirinto testas yra
nesudétinga uzduotis, kuriai atlikti yra panaudojamas neskaidraus vandens pripildytas baseinas su
jame panirusia platforma. Siekiant iSvengti vandens gyviinas turi surasti pasléptg platformg. Manoma,
jog mokymasis gali padéti gyvinui, panaudojant erdving atmintj, nustatyti pasléptos platformos
lokacija. Vienas i§ labiausiai priimtiny paaiSkinimy, kaip gyviinas iSsprendzia uzduotj — uzuominy,
esandiy uz labirinto riby naudojimas. Siomis aplinkos uZuominomis gali bati vizualiai matomi
objektai kambaryje tokie kaip durys, langai ir pan., o lokacijos vieta iSmokstama nustatant rysj tarp
tolumoje esancios uzuominos bei platformos vietos. Baseino uzdengimas uzdanga neleidzia
s¢kmingai mokytis vandens labirinto uzduoties ir panaudoti erdvinius prisiminimus po mokymosi

(Bye et al., 2019).

Pasyvaus vengimo testas (angl. passive avoidance test) — baimés testas, skirtas jvertinti gyviino
atmintj, kuri paremta asociacija tarp nepageidaujamo stimulo ir specifinio aplinkos konteksto (Haider
et al.,, 2016). Tai operantinio sglygojimo uzduotis, kurios metu gyviinas iSmoksta iSvengti
nepageidaujamo stimulo. Eksperimento metu Ziurké gali laisvai tyrinéti Sviesyjj ir tamsyjj kambario
skyrius (angl. compartment), kurie tarpusavyje sujungti, o nepageidaujamas stimulas — lengvas pédy
Sokas pateikiamas vienoje i skyriaus pusiy. Testo metu gyviinas iSmoksta susieti tam tikras kambario
skyriaus ypatybes su pédy Soku. Laikas, kada gyviinas jeina j skyriy, kuris susietas su nepageidaujamu
stimulu pvz. $oku yra naudojamas kaip indikatorius mokymosi ir atminties jvertinimui. Ziurke, kuri
iSmoko uzduotj vengs skyriaus, kuris asocijuojasi su nepageidaujamu stimulu ir pasizymés ilgesne

laiko trukme, kada pirmga karta j jj jeis (Haider et al., 2016).

Démesio perkélimo uzduotis (angl. attentional set shift task, ASST) — elgsenos testas, skirtas
jvertinti prefrontalinés smegeny Zievés funkcija (Popik et al., 2015). Sis testas buvo sukurtas matuoti
ziurkiy démesj ir kognityvinj lankstuma. Tyrimais nustatyta, kad prefrontalinés Zievés pazeidimai
sukelia kognityvinj nelankstuma arba sutrikusj geb¢jima perkelti démesj (Heisler et al., 2015). Testo
metu démesys laikomas susiformavusiu, kai gyviinas iSmoksta, jog tam tikros taisykles gali buti

pritaikomos kompleksiniam stimului siekiant atskirti reikSmingas uZuominas nuo nereikSmingy pVz.

13



démesio perkélimo uzduoties metu gyvinas iSmoksta atkreipti démesj ir reaguoti j reikSminga
uzuoming (pakratg) ir nekreipti démesio j nereik§minga uzuoming (kvapa) ir tokiu biidu suporuoti
maisto atlygj su reikSminga uzuomina. Véliau 8i sgsaja sustiprinama atliekant kitas uzduotis, kuriose
kei¢iasi reik§mingos uzuominos pakrato tipas ir nereikSmingos uzuominos kvapas, bet rySys tarp
maisto atlygio ir pakrato islieka. Si sustiprinta taisyklé suformuoja pazinima. Du démesio perkélimo
uzduoties etapai matuoja kognityvinj lankstuma: pasikeitimo perkélimas ir papildomy dimensijy
perkélimas. Pasikeitimo perkélimo metu pries tai buves neigiamas stimulas su viena dimensija tampa
teigiamu ir gyviinas turi ignoruoti teigiamg stimulg i§ ankstesnio etapo pvz. jeigu ankstesniame etape
kartono pakratas buvo teigiamas stimulas, o popieriaus pakratas buvo neigiamas stimulas tuomet
turi iSlaikyti démesj, kad pakratas yra reikSminga uzuomina ir tuo paciu metu keisti iSmokta
reikSmingos uzuominos ir maisto atlygio poros taisykle dimensijoje. Tuo metu papildomy dimensijy
perkélimo metu nereikSminga uzuomina (Siuo atveju kvapas) tampa reikSminga uzuomina.
Pasikartojantis gyviino atsakas, kurj parodo besitgsiantis pasirinkimas pagal anks¢iau iSmokta
taisykle bet kuriuo etapu atspindi kognityvinio lankstumo trikumg (Heisler et al., 2015).
Apibendrinant galima teigti, jog naudojami jvairiis grauziky elgsenos testai (2 pav.) siekiant jvertinti:
lokomotorin] aktyvumg, su nerimu susijusius pokycius, atpazinimo atmintj, erdving atmint] bei

navigacija, baimés sukeltg pasikeitusig elgseng, gebéjimus perkelti démesj ir kognityvinj lankstuma.
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2 pav. Skirtingi grauziky elgsenos testai: A - atviro lauko testas (Haider et al., 2016), B -

pakeltas pliuso formos labirintas (Sweis et al., 2016), C - naujo objekto atpazinimo uzduotis (Kim
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et al., 2019), D - T formos labirintas (Deacon et al. 2006), E - Morris vandens labirintas (Haider et
al., 2016), F - pasyvaus vengimo testas (Haider et al., 2016), G - démesio perkélimo uzduotis
(Tanaka et al., 2011).

1.7. Su amZiumi susije¢ gyviiny elgsenos pokyciai

Laboratorinés ziurkés (lot. rattus norvegicus) gyvenimo trukmé siekia apie 2-3,5 metus
(vidurkis 3 metai). Ziurkés lytiskai subresta bidamos 6 savaiéiy amziaus, o socialiné branda jvyksta
tarp 5-6 ménesiy (Sengupta, 2013). Yra zinoma, jog ziurkiy elgsena keiciasi priklausomai nuo gyviino
amziaus (Sudakov et al., 2021). Tyréjai Sotoudeh ir kt. (2020) atliko tyrimg, kurio metu sieké
iSanalizuoti su amziumi susijusius morfologinius pokycius Siose galvos smegeny struktiirose:
migdoliniame kiine (angl. amygdala) bei vidinéje prefrontalin¢je smegeny zieveje (angl. medial
prefrontal cortex, mPFC) bei jvertinti su nerimu susijusio elgesio pokycCius tarp jauny ir vyresnio
amziaus ziurkiy patiny panaudojant pakelta pliuso formos labirintg. Eksperimente buvo palyginti
jauni 2-3 ménesiy amziaus Wistar ziurkiy patinai su senais 18-20 ménesiy amziaus patinais. Gyviino
nerimui jvertinti buvo skai¢iuojama procentiné verté viso laiko, praleisto atvirose rankovése, bei su
atviromis rankovémis susij¢ jéjimai. Po atlikto elgsenos testo gyviiny galvos smegenys buvo
pasalintos bei buvo vertinti stereologiniai parametrai, dendrity kompleksiskumas, erdvinis neurony
pasiskirstymas vidinéje prefrontalinéje smegeny zievéje ir migdoliniame kiine. Pakelto pliuso formos
labirinto testo rezultatai parodé, jog seny patiny procentinés jéjimy j atvirg rankove bei laiko, praleisto
atvirose rankovése, reik§més lyginant su jaunais patinais reik§mingai sumazéjo. Sie rezultatai parodo,
jog seny ziurkiy nerimo lygis yra padidéjes. Taip pat tyréjai nustaté, jog su amziumi didéja migdolinio
kiino turis ir jo bendras neurony skaiCius. Taipogi buvo istirta, kad vidinéje prefrontalin¢je smegeny
zievéje neurony dydis buvo padidé€jes, o bendras dendrity ilgis ir jy kompleksiSkumas su amziumi
reik§mingai sumazéjo $ioje smegeny struktiiroje, o migdoliniame kiine padidéjo. Sio tyrimo i§vadoje
mokslininkai teigia, kad su amZiumi padidéj¢s nerimo lygis galéty biiti siejamas su struktiiriniais
dendrity ir neurony morfologiniais pokyc€iais, jy erdviniu pasiskirstymu migdoliniame kiine bei
vidinéje prefrontalinéje smegeny zievéje (Sotoudeh et al., 2020).

Sudakov ir kt. (2021) tyré su amziumi susijusius jauny (2 ménesiy amziaus) ir suaugusiy (5
meénesiy amziaus) Wistar Ziurkiy elgsenos pokyc€ius. Tyrimo metu buvo atliekami Sie elgsenos testai:
atviro lauko testas bei pakelto pliuso formos labirinto testas bei vertintas gyviiny motorinis aktyvumas
ir nerimas. Gauti rezultatai parod¢, jog suaugusiy Wistar patiny ir pateliy motorinis aktyvumas ir
noras tyrinéti aplinka lyginant su jaunais patinais sumaz¢jo. Taip pat buvo nustatyta, kad su amZiumi
susij¢ suaugusiy ziurkiy elgsenos pokyciai priklauso nuo individualiy gyviino savybiy (Sudakov et
al., 2021).
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Mokslininkai Buechel ir kt. (2014) atliko tyrimg siekdami suzinoti, ar vyresnio amziaus
gyviinai | Uminj psichosocialin] stresoriy reaguoja skirtingai nei jauno amziaus gyvinai.
Eksperimente buvo panaudoti 3 ménesiy ir 21 ménesiy amziaus Fischer 344 Ziurkiy patinai. Elgsenos
poky¢iai vertinti atliekant vandens labirinto testa. Erdvinés vandens labirinto uzduoties metu buvo
naudojamos erdvinés uzuominos, esancios uz baseino riby. Eksperimentui atlikti naudotas 4 dieny
protokolas. 1-3 dienomis buvo atlickami 3 bandiniai per dieng, kai platforma yra Siek tick Zemiau
vandens pavirSiaus. Gyviinai testa pradédavo vis kitoje vietoje, jiems buvo skirta 1 minuté surasti
platforma, 1 minuté stovéti ant platformos ir 2 minuéiy trukmés pertrauka tarp kito bandinio. Siy testy
metu buvo vertintas laikas, kada pasiekta platforma bei nuplauktas atstumas. Gauti rezultatai parode,
jog vyresnés ziurkés buvo statistiSkai reikSmingai létesneés ir platforma pasieké véliau nei jaunos
ziurkes 1-3j3 ir 2-3j3 dienomis, taciau statistiSkai reikSmingy skirtumy 3-3j3 dieng nenustatyta. Taip
pat vyresnés ziurkés nuplauké mazesnj atstumg 1-3j3 dieng ir statistiSkai patikimai skyrési nuo jauny
ziurkiy, 0 3-3ja mokymosi dieng skirtumy tarp grupiy nebebuvo. 4-3ja testo dieng platforma buvo
pasalinta 1§ vandens labirinto, o gyviinui skirtas vienas 60 sekundziy trukmés bandinys. Testo metu
skaiCiuota, kiek karty gyviinas kirto teritorija, kurioje pries tai buvo platforma ir nuplauktg atstuma
tiksliniame kvadrate. Psichosocialiniui stresui sukelti pus¢ ziurkiy i§ kiekvienos tiriamosios grupés
buvo suvyniotos ] nailonu dengta drob¢ (angl. nylon coated canvas rat Snuggles® (Harvard
apparatus)) likus 3 valandoms iki eksperimento pradzios. Gauti tyréjy rezultatai atskleidé, kad 3
valandy trukmés psichosocialinis stresas reikSmingai sumazino jauny patiny karty, kada kirto buvusia
platformos vietg, skaiCiy ir nuplauktg atstumg tiksliniame kvadrate. Tuo tarpu vyresnio amziaus
patinai iSliko nejautriis psichosocialiniam stresui ir reik§Smingy pokyc¢iy nenustatyta. Mokslininkai
apibendrindami rezultatus teigé, kad vyresnio amziaus patinai nereaguoja j naujai atsirandantj iiminj
psichosocialin] stresg, kas gali turéti neigiamos jtakos ilgalaikiam prisitaikymui prie streso bei
vyresnis amzius veikia kaip stresorius, uzstojantis naujai atsiradusiy stresoriy jtakg (Buechel et al.,
2014). Apibendrinant galima teigti, jog didéjant amziui pastebimi Sie elgsenos pokyciai: padidéja
nerimo lygis, sumaz¢ja motorinis aktyvumas ir noras tyrinéti aplinka, gyviinai tampa maziau jautris

stresg sukeliantiems aplinkos veiksniams.
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2. TYRIMO MEDZIAGA IR METODAI

2.1. Laboratoriniai gyviinai

Pirmame eksperimentiniame tyrime ,,Atminties sutrikdymas skopolaminu* naudoti 24 Wistar
klono Ziurkiy patinai (RccHan: WIST, Envigo, Olandija). Antrame tyrime ,,Su amziumi susij¢ ziurkiy
atminties poky¢iai“ naudoti 14 Wistar klono ziurkiy patiny (RccHan:WIST, Envigo, Olandija), 9
Wistar klono ziurkiy patinai (iSveisti Vilniaus universiteto Gyvybés moksly centro vivariume
naudojant RccHan:WIST Ziurkiy poras) bei 27 Wistar klono Ziurkiy patelés (iSveistos Vilniaus
universiteto Gyvybés moksly centro vivariume naudojant RccHan: WIST Zziurkiy poras). Bandomieji
gyviinai laikyti jy sveikatos ir gerovés reikalavimus atitinkan¢iuose laikymo narvuose socialinémis
grupémis po keturis. Bandomiesiems gyviinams uztikrintas 12 valandy trukmés Sviesos ir tamsos
ciklas (dirbtinis regulivojamas apSvietimas, jsijungia 7:00 ryte, iSsijungia 19:00 vakare). Gyviiny
laikymo patalpoje palaikoma pastovi kambario temperatiira (22 + 1 °C). Standartinis laboratorinis
ziurkiy kietas granuliuotas pasaras ir geriamasis vanduo tiektas iki soties (,,ad libitum®) per visg
eksperimentin] laikotarp]. Visas eksperimentines procediras patvirtino Lietuvos Respublikos
valstybiné maisto ir veterinarijos tarnyba, ir jos buvo atlieckamos vadovaujantis Lietuvos Respublikos
gyviiny geroves ir apsaugos jstatymo 16 straipsnio 4 dalimi, Mokslo ir mokymo tikslais naudojamy
gyviiny laikymo, prieziiros ir naudojimo reikalavimais, patvirtintais Valstybinés maisto ir
veterinarijos tarnybos direktoriaus 2012 m. spalio 31 d. jsakymu Nr. B1-866 ,,Dél Mokslo ir mokymo
tikslais naudojamy gyviiny laikymo, priezitros ir naudojimo reikalavimy patvirtinimo®, Europos
konvencija dél eksperimentiniais ir kitais mokslo tikslais naudojamy stuburiniy gyviiny apsaugos (OL
2004 m. specialusis leidimas, 15 skyrius, 4 tomas, p. 325) ir remiantis Lietuvos bandomyjy gyviiny
naudojimo etikos komisijos prie Valstybinés maisto ir veterinarijos tarnybos. Leidimo Nr. G2-177,

18davimo data: 2021-04-14.

2.2. Naudojama jranga

e Atviro lauko arena;

e T formos labirintas;

e Sviesos intensyvumo matuoklis;

e Skirtingos objekty poros (vazelés, aliejaus butelys, grafinas, prieskoniné ir kt.);
e Vaizdo kamera (IP kamera bullet, Hikvision, Kinija);

e Laboratorinés svarstyklés;

e Mikroskopas.

2.3. Naudojamos medZiagos

e 0,9% natrio chloridas (Fresenius Kabi, Lenkija);
17



e Skopolamino hidrobromido milteliai (Sigma—Aldrich, VVokietija);
e 30% etanolis (C2HsOH).

2.4. Atminties sutrikdymas skopolaminu

Sio eksperimentinio tyrimo metu bandomieji gyviinai suskirstyti j tris grupes: 3 ménesiy
amziaus patinéliy kontroling grupe (n=8), 3 ménesiy amziaus patinéliy, kuriems atminties
sutrikdymas indukuotas panaudojant 1 mg/kg skopolamino koncentracijg grupe (n=8) ir 3 ménesiy
amziaus patinéliy, kuriems atminties sutrikdymas indukuotas panaudojant 2 mg/kg skopolamino
koncentracija grupe (n=8). Sio tyrimo trukmé — penkios savaités. Pirmaja savaite atlikti baziniai
(Basal) visy tiriamyjy ziurkiy grupiy elgsenos matavimai. Kitas tris savaites (S1, S2 ir S3) kiekvieng
dieng (1 kartg per diena, 18 viso 21 dieng) be pertrauky atlieckamos injekcijos po pilvapléve: kontroliné
fiziologinio tirpalo (0,9% natrio chlorido, Fresenius Kabi, Lenkija), 1 mg/kg kiino mases
skopolamino ir 2 mg/kg kiino masés skopolamino injekcijos. Atminties sutrikdymg sukelian¢ios
medziagos skopolamino (1 mg/kg ir 2 mg/kg koncentracijos) injekcijos ruostos naujai kiekvieng
dieng, skopolamino hidrobromido miltelius (Sigma—Aldrich, Vokietija) iStirpinant fiziologiniame
tirpale (0,9% natrio chlorido, Fresenius Kabi, Lenkija). Kiekvieng savaite, atitinkamai po 7, 14 ir 21
injekcijy atlikti gyviiny elgsenos testai. Jeigu ta pacig dieng kaip ir injekcijos numatyti elgsenos testai,
tuomet skopolamino injekcijos bandomiesiems gyviinams leidziamos likus 30 minuciy iki testo
pradzios. Penktaja savaite (Po) ziurkiy elgesys pakartotinai analizuojamas praéjus vienai savaitei po

injekcijy nutraukimo.
2.5. Su amziumi susije Ziurkiy atminties pokyciai

Sis eksperimentinis tyrimas buvo suskirstytas j dvi dalis. Pirmoje tyrimo dalyje siekiant jvertinti
sveiky ziurkiy pateliy su amziumi susijusius atminties pokycius jos buvo suskirstytos j tris tiriamgsias
grupes: jaunos arba kontroliné grupe, kuriai priskirtos 70-150 dieny amziaus patelés, atitinkancios
zmogaus gyvenimo 18-25 metus (angl. emerging adulthood); vidutinio amziaus grupé, kurig sudare
150-300 dieny amziaus patelés, atitinkan¢ios zmogaus 25-40 gyvenimo metus (angl. young
adulthood) ir vyresnio amziaus pateliy grupé, kuriai priklaus¢ 300-600 dieny amZziaus patelés,
atitinkanéios 40-65 zmogaus gyvenimo metus (angl. middle adulthood) (Ghasemi et al., 2021).
Kontroling pateliy grupg sudaré 3 ménesiy amziaus (n=10) ir 5 ménesiy amziaus (n=9) patelés.
Vidutinio amZiaus grupe sudaré tos pacios 5 ménesiy amzZiaus patelés, kurioms elgsenos testai buvo
pakartoti sulaukus 9-10 ménesiy amziaus. Treciai grupei (n=8) elgsenos testai buvo atlikti joms esant
vidutinio (12 ménesiy) amziaus ir pakartoti sulaukus vyresnio amziaus (16-17 ménesiy). Antroje
tyrimo dalyje buvo siekiama iStirti, ar pasireiSkia sveiky patinéliy su amziumi susij¢ atminties
poky¢iai, Siam tikslui pasiekti bandomieji gyviinai buvo suskirstyti j dvi grupes: jauni arba kontroliné
grupe, kuriy amzius 3 ménesiai (n=9) ir vidutinio amziaus patinai, kuriy amzius 8 ménesiai (n=14).
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2.6. Atviro lauko testas (angl. the open field test)

Sio elgsenos testo eksperimentai atlikti kvadrato formos arenoje su nepermatomomis sienomis,
kurios matmenys 50 cm x 50 cm x 50 cm. Reikiamas Sviesos intensyvumas arenoje nustatytas Sviesos
matuokliu: pirmajame tyrime ,,Atminties sutrikdymas skopolaminu‘ ir antrojo tyrimo ,,Su amziumi
susije ziurkiy atminties pokyciai® pirmoje dalyje arenos centre intensyvumas sieké 50 liuksy. Antrojo
tyrimo ,,Su amziumi susij¢ ziurkiy atminties pokyciai® pirmos dalies pakartojime bei antroje dalyje
buvo atliktos testo korekcijos siekiant optimizuoti sglygas (t.y., padidinti aversijg centro zonai) ir
arenos centre $viesos intensyvumas padidintas iki 80 liuksy, Sonuose — 50-60 liuksy. Dieng pries
atviro lauko testo pradzig gyviinams atlickamas 30 minuéiy trukmés pripratinimas prie patalpos,
kurioje numatytas eksperimentas. Jeigu gyvinams anks¢iau buvo atlikta kambario habituacija,
tuomet §is Zingsnis yra neprivalomas ir gali biiti praleistas. Ziurkés prie§ atviro lauko testo pradzia
néra pratinamos prie arenos. Sis elgsenos testas filmuojamas vaizdo kamera (IP kamera bullet,
Hikvision, Kinija) eksperimento dalyviams i$¢jus i§ patalpos. Eksperimento trukmé 30 minuciy, kurio
metu registruota: (1) gyvino baikStumas — kiek laiko gyviinas praleidZia labiau apSviestame arenos
centre, kiek karty atlieka saves Svarinimosi (angl. grooming) veiksmus, kuriy trukmé ilgesné nei 5
sekundés ir testo pabaigoje skaiCiuojamas gyviino iSmaty skaicius; (2) lokomotorinis aktyvumas —
nubégtas atstumas (cm) arenoje viso testo metu ir (3) smalsumas bei gyviino noras tirti naujg aplinka
— atsistojimai ant dviejy galiniy kojy (angl. rearings). Nubégtas atstumas ir laikas, praleistas arenos
centre, analizuoti pasitelkiant Viewer (Biobserve GmbH, Vokietija) programg. Atviro lauko testo

arena ir Viewer programa atlikta nubégto atstumo analizé pavaizduota 3 pav.

3 pav. Nubégtas atstumas (cm) apskaiCiuotas Viewer programa pagal ziurkés bégimo

trajektorija, paZymeta zalia spalva.
2.7. Naujo objekto atpazinimo testas (angl. novel object recognition test)

Naujo objekto atpaZinimo testo eksperimentai atlikti atviro lauko arenoje, kurios matmenys 50
cm X 50 cm x 50 cm. Sviesos intensyvumas buvo tolygiai pasiskirstes arenos centre ir kampuose bei
sieké 50 liuksy. Naujo objekto atpazinimo testo metu naudoti du identiski ir vienas naujas objektas.

Reikalavimai objektams: vienodai jdomis gyviinams (panasi tyrinéjimo trukmé ir pri¢jimy skaicius)
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bei pasizymi panasiomis savybémis pvz. jeigu ant dviejy identisSky objekty ziurké gali uzlipti tuomet
ant naujo objekto gyviinas taip pat turi gebéti uzlipti. Skirtingy objekty pory jdomumas patikrintas
pries kiekvieng eksperimentg su sveikomis ziurkémis, nedalyvaujanciomis elgsenos teste. Pries naujo
objekto atpazinimo testo pradzig gyviinai turi baiti pripratinti prie kambario, kuriame bus atliekamas
eksperimentas: pirmaja dieng atlickama 30 minuciy trukmés Ziurkiy habituacija naujoje patalpoje.
Jeigu bandomieji gyvinai anks¢iau yra buve kambaryje, kuriame numatytas elgsenos testas, tuomet
§is zingsnis néra privalomas ir gali buiti praleistas. Taip pat gyviinai turi biiti pripratinti prie atviro
lauko arenos, kurioje bus atlickamas testas: antraja dieng visos narvelio ziurkés kartu jdedamos |
areng 15 minuciy trukmés habituacijai. Tre¢iaja dieng pradedamas naujo objekto atpazinimo testas,
kuris sudarytas i§ 2 daliy — pirmos dalies metu (P1), Ziurké yra jdedama j atviro lauko areng su 2
identiSkais nepazjstamais objektais (A), padétais prie vienos arenos sienelés prieSingy kampy (zitréti
4 pav.). P1 trukmé — 3 minutés. Antros dalies metu (P2) ta pati ziurké yra grazinama j atviro lauko
areng su toje pacioje vietoje padétu jau pazjstamu objektu (A') ir nauju nepazjstamu objektu (B). P2
trukmé — 3 minutés. Tarp P1 ir P2 testy ziurké graZinama j narvelj 15 minuciy. Objekty tyrinéjimas
(uostymas, laizymas, lictimas @isais) filmuojamas vaizdo kamera (IP kamera bullet, Hikvision, Kinija)
eksperimento dalyviams i$éjus 1§ kambario ir yra analizuojami pri¢jimo prie A' ir B objekty kartai ir
tyrinéjimo trukme. Naujo (B) objekto atpazinimas yra santykiné laiko dalis, praleista tyrin¢jant §j
objekta P2 metu (t.y. B/(A'+B)x100). Ziurkés elgsenos vertinimo kriterijai: pirmos dalies metu (P1)
gyvinas prie kiekvieno objekto turéty prieiti bent po vieng karta, o tyrinéjimo trukmés laikas turéty

biiti ne trumpesnis nei 1 s. Jeigu Ziurke neatitinka Siy kriterijy, jos rezultatai toliau neanalizuojami.

P1

4 pav. Naujo objekto atpaZinimo testo pirmos dalies metu (P1) ziurke susipazjsta su 2
identiSkais nepazjstamais objektais (A), o po 15 minuciy, antros dalies (P2) metu vienas A objektas

pakei¢iamas nauju (B) objektu.
2.8. T formos labirinto testas (angl. T - maze test)

Eksperimentai atlikti Siam testui pritaikytame T formos labirinte, kuris sudarytas i§ Siy daliy:
1) laukimo arba pradzios vietos; 2) pradzios arba centro rankoves; 3) tikslinés ir pavyzdinés rankoviy;

4) slankiojanc¢iy dureliy, atskirian¢iy laukimo vieta nuo pradzios rankovés bei pradZios rankove nuo
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tikslinés ir pavyzdinés rankoviy (zitréti 5 pav.). Prie§ pradedant testg ziurkés yra supazindinamos su
T formos labirintu: 2 dienas iki elgsenos testo pradzios kiekvieng dieng gyviinai po 3 minutes
paleidziami individualiai tyrinéti labirintg, neturintj slankiojanéiy dureliy. Sviesos intensyvumas
tolygiai paskirstytas pradzios vietoje, centro, tikslingje ir pavyzdingje rankovése bei sieké ~30 liuksy.
T formos labirinto testas sudarytas i§ dviejy daliy — pavyzdinio ir pasirinkimo bandymy. Pavyzdinio
bandymo metu ziurké patalpinama | pradzios vieta, kuri nuo centro rankovés atskirta
slankiojan¢iomis durelémis. Praéjus 20 sekundziy nuo ziurkés jdéjimo akimirkos, slankiojanc¢ios
durelés yra pakeliamos ir gyviinas gali patekti centro rankove. Sio bandymo metu tiksliné rankové
visg laikg yra uzdaryta, todél gyviinas per 2 minutes turi pasiekti pavyzding rankove. Gyviinui pilnai
1€jus 1 Sig rankove, uzveriamos slankiojancios durelés ir 20 sekundziy Ziurke tyring¢ja Sig rankove be
galimybeés sugrjzti ] pradzios rankove. Pra¢jus Siam laikui, gyviinas perkeliamas atgal j pradZios vieta,
kuri atskirta nuo pradZios rankovés durelémis. Po 60 sekundZiy nuo jdé¢jimo j laukimo vietag momento
prasideda antroji testo dalis — pasirinkimo bandymas. Jo metu visos labirinto slankiojanc¢ios durelés
yra pakeltos ir gyviinas per 2 minutes gali pasirinkti, kokig rankove (tiksling ar pavyzding) tyrinéti.
Vos tik ziurké pilnai jeina j rankove, jskaitant ir jos uodegos galiuka, bandymas baigtas. Jeigu per
numatyta laikg gyvinas nepasirenka rankovés tuomet bandymas neuzskaitytas. IS viso testas
kartojamas bent 5 kartus, tarp testy grazinant ziurke j narvel} ne trumpesniam nei 10 minuciy
laikotarpiui. Testy pakartojimy metu tiksliné ir pavyzdiné rankovés yra kei¢iamos vietomis tam, kad
ta pati rankové pavyzdinio bandymo metu nebuty atidaryta daugiau nei 2 kartus i§ eilés. Rezultaty
interpretavimas: gyviino pasirinkimas laikomas teisingu jeigu pasirinkimo bandymo metu jis j€jo ]
tiksling rankove, o klaidingu jeigu gyviinas pasirenka pavyzdine rankove, kurig jau buvo tyrinéjes
pavyzdinio bandymo metu. Skaiiuojama teisingy pasirinkimy santykin¢ dalis procentais: 100%

reiSkia, kad ziurke visada rinkosi anksCiau dar netyrinéta, tiksling rankove.

=

b |

Pavyzdiné rankové L r— ﬁ

Tiksliné rank

Pradzios vieta

5 pav. T-labirintas susideda i§ 4 skyriy su slankiojanciomis durelémis: pradzios vietos,
pradzios, pavyzdinés ir tikslinés rankoviy. Pirmos testo dalies metu ziurké gali patekti tik |

pavyzding rankove. Antros dalies metu Ziurkei yra atviros abi rankovés (pavyzding ir tiksling).
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2.9. Ziurkiy pateliy lytinio ciklo nustatymas

Siekiant nustatyti tyrimo metu ,,Su amziumi susij¢ ziurkiy atminties pokyc¢iai tirty skirtingy
amziaus grupiy ziurkiy pateliy lytinj cikla, po elgsenos testy buvo atlikta lyties organy iSskyry
tepinéliy mikroskopija. Procediriniame kambaryje ziurkiy pateliy maksties sekretas atsargiai
surinktas panaudojant plastikinj pipetés antgalj, kuris buvo pripildytas 10 pl dejonizuotu vandeniu.

Surinkta tiriamoji medziaga uzlasinta ant mikroskopinio stiklelio ir vertinama $viesos mikroskopu.

2.10. Duomenuy statistiné analizé

Statistiné duomeny analizé buvo atlikta panaudojant SigmaPlot 14.5 kompiutering programa.
Pirmame eksperimentiniame tyrime ,,Atminties sutrikdymas skopolaminu* atviro lauko bei naujo
objekto atpazinimo elgsenos testy duomeny analizei pasirinkta ANOV A su pakartotinais matavimais
(angl. Two-way Repeated measures ANOV A, faktoriai buvo savaité ir skopolamino doz¢). Antrojo
eksperimentinio tyrimo ,,Su amziumi susij¢ Ziurkiy atminties pokyciai atviro lauko, naujo objekto
atpazinimo bei T formos labirinto elgsenos testai analizuoti naudojant blokuoty duomeny dispersing
analiz¢ (angl. One-way ANOVA, faktorius — amziaus grupé). Jeigu buvo nustatyta reik§mingy
skirtumy tuomet atliktas Post Hoc Stjudento Njumano-Keulso (SNK) testas. Jei nebuvo patvirtintas
normalusis duomeny pasiskirstymas, tada buvo daromas neparametrinis Kruskal-Wallis testas.
Pasirinktas reikSmingumo lygis — p<0,05. Visi duomenys pateikti vidutiné verté + standartiné

vidurkio paklaida (angl. standard error of mean).
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1. Atminties sutrikdymas skopolaminu

3.1.1. Atviro lauko testo rezultatai

Jauny Wistar klono ziurkiy patinéliy tiriamyjy grupiy — kontrolinés, 1 mg/kg kiino masés
skopolamino ir 2 mg/kg kiino masés skopolamino lokomotorinis aktyvumas nustatytas Viewer
programa suskaicCiavus gyviino nubégta atstumg per 30 minuciy trukmés eksperimenty. Elgsenos
testas kartotas kiekvieng savaite, 5 savaites i§ eilés, o gauti nubégto atstumo rezultatai pateikti 6 pav.

A Kontrole B. 1 mg/kg skopolamino C. 2 mg/kg skopolamino

+

+
6000 4 o

3l
4000 ~

“pinin wll otk

Basal 31 52 53 Po Basal 51 52 853 Po Basal 81 52 53 Fo

MNubégtas atsturmas [cm]

Laikas [savaités]

6 pav. Suminis nubégtas atstumas (cm) atviro lauko arenoje baziniy matavimy metu (Basal),
po vienos (S1), dviejy (S2) ir trijy (S3) savaiciy kasdieniniy fiziologinio tirpalo (A — kontrole
(n=8)) arba skopolamino (B — 1 mg/kg (n=8) ir C — 2 mg/kg (n=8)) injekcijy ir savaitei praéjus po
injekcijy nutraukimo (Po). Rezultatai pateikti vidutinémis reikSmémis = S.E.M. * Nurodo
statistiSkai patikimg skirtumg nuo bazinio tos pacios grupés testo, + nurodo statistiskai patikimag

skirtumg nuo kontrolinés grupés tos pacios savaités testo. Pasirinktas reikSmingumo lygis p<0,05.

Kontrolinés grupés nubégtas atstumas atviro lauko arenoje pirmaja savait¢ prie§ skopolamino
injekcijas ir, kitomis savaitémis, kai atitinkamai buvo suleistos fiziologinio tirpalo 7, 14 ir 21
injekcijos ir praéjus vienai savaitei po injekcijy nutraukimo kito nezymiai (Basal-Po, 6A pav.).
Grupés, gydytos 1 mg/kg skopolaminu, nubégtas atstumas po 14 ir 21 (S2-S3, 6B pav.) skopolamino
injekcijy, lyginant su bazine savaite, Siek tiek padidéjo, taciau skirtumai nebuvo statistiskai patikimi.
2 mg/kg skopolamino gydytos grupés nubégtas atstumas padidéjo statistiSkai reikSmingai [lyginama
faktoriy saveika savaité x skopolamino dozé: F(8;119)=3,1; p <0,01)], lyginant su bazine tos pacios
grupés savaite ir kontrolinés grupés ta pacia savaite jau po 7 injekcijy (S1, 6C pav. savaite).
Didziausias Sios grupés nubégtas atstumas buvo S2 savaitg. Praéjus savaitei po injekcijy nutraukimo
(Po, 6C pav.) 2 mg/kg skopolamino grupés lokomotorinis aktyvumas sumazéjo, bet bazinés savaités

lygio nepasieké. Gauti rezultatai parode, jog muskarininiy acetilcholino receptoriy antagonistas
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skopolaminas aktyvuoja bazalinius ganglijus, todél padidéja gyviny lokomotorinis aktyvumas
(Xiang et al., 2012). Skopolaminu paveikty ziurkiy hiperaktyvumas priskiriamas stereotipinei
skopolamino sukeltai elgsenai (Mueller et al., 1990). Mueller ir kt. (1990) atliktame eksperimente
Wistar ziurkiy patiny tiriamosioms grupés buvo atliktos vienkartinés 0,5 mg/kg ir 2,0 mg/kg
injekcijos po oda (s.c.) ir iSkart po injekcijy analizuota gyviiny elgsena atviro lauko arenoje. Tuo tarpu
Siame eksperimente skopolamino intraperitoninés (i.p.) injekcijos buvo leidziamos iki eksperimento
pradzios likus 30 min. Tiek Mueller ir kt. (1990) tyrime, tick Siame tyrime buvo pastebéta, jog
lokomotorinio aktyvumo padidéjimas tiesiogiai priklauso nuo skopolamino koncentracijos. Nors
Mueller ir kt. (1990) atviro lauko testo trukmé buvo 60 min., o $io testo trukmé - 30 min., taciau

abiejuose testuose identifikuota, jog su laiku ziurkés lokomotorinis aktyvumas mazéja.

Atviro lauko testo metu taip pat buvo vertintas Ziurkés baikStumas — kiek laiko gyviinas

praleidzia labiau apSviestame arenos centre. Gauti tiriamyjy grupiy rezultatai pateikti 7 pav.

B0
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g A Kontrole B. 1 mg/kg skopolamino C. 2 mg/kg skopolamino
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7 pav. Laikas, praleistas arenos centre (s) baziniy matavimy metu (Basal), po vienos (S1),
dviejy (S2) ir trijy (S3) savaiciy kasdieniniy fiziologinio tirpalo (A - kontrol¢ (n=8)) arba
skopolamino (B - 1 mg/kg (n=8) ir C - 2 mg/kg (n=8)) injekcijy ir savaitei praéjus po injekcijy

nutraukimo (Po). Rezultatai pateikti vidutinémis reikSmémis + S.E.M.

Visy trijy tirlamyjy grupiy ilgiausias laikas praleistas arenos centre buvo pirmaja savaite (Basal,
7A pav.; Basal, 7B pav.; Basal, 7C pav.). Nors 2 mg/kg skopolamino Ziurkiy grupés laikas praleistas
arenos centre po 7, 14 ir 21 injekcijy (S1-S3, 7C pav.) lyginant su tos pacios grupés bazine savaite

(Basal, 7C pav.) buvo sumazgjg¢s, taciau statistiSkai patikimy skirtumy nenustatyta (p=0,67).

Kitas gyviino baik$tuma jvertinantis parametras — po kiek laiko (S) nuo atviro lauko testo

pradzios gyviinas pirma kartg j€jo  arenos centro zong. Analizés rezultatai pateikti 8 pav.
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8 pav. Po kiek laiko pirmg kartg jeita j arenos centrg (s) baziniy matavimy metu (Basal), po
vienos (S1), dviejy (S2) ir trijy (S3) savai¢iy kasdieniniy fiziologinio tirpalo (A - kontrole (n=8))
arba skopolamino (B - 1 mg/kg (n=8) ir C - 2 mg/kg (n=8)) injekcijy ir savaitei praéjus po injekcijy
nutraukimo (Po). Rezultatai pateikti vidutinémis reikSmémis + S.E.M. * Nurodo statistiskai
patikimg skirtumg nuo bazinio tos pacios grupés testo, + nurodo statistiSkai patikimg skirtuma nuo

kontrolinés grupés tos pacios savaités testo. Pasirinktas reikSmingumo lygis p<0,05.

Kontrolinés grupés patinéliai viso testo metu (Basal-Po, 8A pav.) i atviro lauko arenos centro
zong pirmg sykj nuo testo pradzios j€jo per trumpg laikg. 1 mg/kg skopolamino grupés laikas, kada
pirmg kartg jeita j centro zong, po 7 injekcijy (S1, 8B pav.) ir po 21 injekcijos (S3, 8B pav.) statistiSkai
reikSmingai padidéjo lyginant su tos pacios grupés bazine savaite (Basal, 8B pav.) ir taip pat 2 mg/kg
skopolamino grupés laikas, kada pirma kartg jeita j centro zona, po 14 injekcijy (S2, 8C pav.) ir po
21 injekcijos (S3, 8C pav.) statistiSkai reik§mingai pailgéjo lyginant su tos pacios grupés bazine
savaite (Basal, 8C pav.) [lyginama faktoriy sgveika savaité x skopolamino dozé: F(8;119)=3,8; p <
0,001)]. Praéjus savaitei po 1 mg/kg (Po, 8B pav.) ir 2 mg/kg (Po, 8C pav.) skopolamino injekcijy

nutraukimo laikas, kada pirma kartag jeita i centra, sutrumpgjo.

Gauti rezultatai kelia abejoniy, ar pailgéjes laikas, kada Ziurké pirma karta jéjo i centra, bei
laiko, praleisto arenos centre, sumaz¢jimas yra susijgs su gyvino baik$tumu. Tokios elgsenos
priezastis siejama su skopolamino sukeltais stereotipiniais elgesio pokyc¢iais, kuriy metu sumazéja
kelioniy j centro zong skai€ius ir padidéja kelioniy aplink visg arenos parametra skaicius (Mueller et
al., 1990). Mueller ir kt. (1990) eksperimente buvo nustatyta, kad po vienkartiniy 0,5 mg/kg ir 2,0
mg/kg skopolamino injekcijy (s.c.) priklausomai nuo dozés Wistar Ziurkiy kelioniy  centro zong
lyginant su kontroline grupe reik§mingai sumaZzéjo, o kelioniy aplink areng padidéjo. Skopolamino
sukelta stereotipiné elgsena paaiSkinama cholinerginés sistemos poveikiu bazaliniams ganglijams ir

dryzuotajam kiinui (Xiang et al., 2012). Sis stereotipinis poveikis panasus j psichostimulianty pvz.
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amfetamino sukeliamus elgsenos pokycius, kurie nulemti dopaminerginiy neurony, esanciy

uodeguotame branduolyje (angl. caudate), stimuliavimo (angl. (Mueller et al., 1990).

Taip pat gyviino baik§tumo jvertinimui buvo skaiCiuojami gyviino saves Svarinimosi jvykiy

(angl. grooming) skaiCius, kuriy trukmé ne ilgesné nei 5 sekundés (9 pav.).

A Kontrolée B. 1 mg/kg skopolamino C. 2 mg/kg skopolamino

ol Wl
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Laikas [savaités]

Saves Svarinimosi (angl. grooming) jvykiy skaicius

9 pav. Saves Svarinimosi jvykiy skaicius baziniy matavimy metu (Basal), po vienos (S1),

dviejy (S2) ir trijy (S3) savaiciy kasdieniniy fiziologinio tirpalo (A - kontrol¢ (n=8)) arba

skopolamino (B - 1 mg/kg (n=8) ir C - 2 mg/kg (n=8)) injekcijy ir savaitei praéjus po injekcijy

nutraukimo (Po). Rezultatai pateikti vidutinémis reikSmémis = S.E.M.

Saves Svarinimosi jvykiy skai¢ius tarp kontrolés, 1 mg/kg kiino masés skopolamino bei 2 mg/kg

kiino masés skopolamino grupiy statistiSkai reikSmingai nesiskyré. StatistiSkai patikimy skirtumy tarp

tos pacios grupés bazinés savaités matavimy taip pat nenustatyta (p=0,62).

Pasibaigus atviro lauko testo eksperimentui, buvo skaiCiuojamas arenoje esanciy iSmaty

skaiCius, gauti duomenys pateikti 10 pav.

ISmaty skaicius [vnt]
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10 pav. ISmaty skaicius (vnt.) arenoje po eksperimento baziniy matavimy metu (Basal), po
vienos (S1), dviejy (S2) ir trijy (S3) savaiciy kasdieniniy fiziologinio tirpalo (A - kontrol¢ (n=8))
arba skopolamino (B - 1 mg/kg (n=8) ir C - 2 mg/kg (n=8)) injekcijy ir savaitei praéjus po injekcijy

nutraukimo (Po). Rezultatai pateikti vidutinémis reikSmémis + S.E.M.

Didziausias iSmaty skaiCius kiekvienoje tiriamojoje grupéje (kontrolingje, 1 mg/kg
skopolamino ir 2 mg/kg skopolamino) suskai¢iuotas pirmaja bazing testo savait¢ (Basal, 10A pav.;
Basal, 10B pav.; Basal, 10C pav.) kitomis savaitémis iSmaty skaiCius grupéje keitési nezymiai,

statistiS8kai reik§mingy skirtumy tarp grupiy nustatyta nebuvo (p=0,15).

Saves Svarinimo jvykiy ir iSmaty rezultatai patvirtina, kad skopolaminu paveikty ziurkiy

veélesnis jéjimas ] centro zong vargu ar buvo sglygotas padidéjusiu baikstumo lygiu.

Gyviino smalsumas bei noras tyrinéti naujg aplinkg buvo vertinamas viso eksperimento metu,

skai¢iuojant ziurkés atsistojimy ant dviejy galiniy kojy skai¢iy (angl. rearing). Gauti rezultatai pateikti

11 pav.
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11 pav. Atsistojimy ant dviejy galiniy kojy skai€ius baziniy matavimy metu (Basal), po
vienos (S1), dviejy (S2) ir trijy (S3) savai¢iy kasdieniniy fiziologinio tirpalo (A - kontrole (n=8))
arba skopolamino (B - 1 mg/kg (n=8) ir C - 2 mg/kg (n=8)) injekcijy ir savaitei praéjus po injekcijy

nutraukimo (Po). Rezultatai pateikti vidutinémis reikSmémis + S.E.M.

Kontrolinés grupés atsistojimy ant dviejy galiniy kojy skai€ius bazing savaite (Basal, 11A pav.)
buvo didZiausias, o kitomis savaitémis (SI1-Po, 11A pav.) keitési neZymiai. 1 mg/kg skopolamino
grupés patineliy atsistojimy ant galiniy kojy skaiCius visu tiriamuoju laikotarpiu i§liko panaSus
(Basal-Po, 11B pav.). 2 mg/kg skopolamino grupés patinéliy atsistojimy ant dviejy galiniy kojy
didziausias skaiCius nustatytas po 14 ir 21 injekcijy (S2-S3, 11C pav.), taciau statistiSkai patikimai
nuo bazinio tos pacios grupés testo pagal pasirinkta reikSmingumo lygi p<0,05 nesiskyre,
apskaiCiuota S3 savaités p reikSmé — 0,08. Pra¢jus savaitei po injekcijy nutraukimo 2 mg/kg
skopolamino grupés (Po, 11C pav.) atsistojimy ant dviejy galiniy kojy skaicius sumazejo. Padidéjes
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ziurkiy atsistojimo ant dviejy galiniy kojy skaiCius siejamas su skopolamino sukeltais elgsenos
pokyciais. Hughes ir kt. (2004) nustaté, jog vienkartinés 1.0 mg/kg bei 2.0 mg/kg kiino masés
skopolamino intraperitoninés injekcijos Wistar ziurkéms, lyginant su kontrole (izotoninio natrio
chlorido tirpalo injekcija), elgsenos testo metu statistiSkai reik§mingai padidina atsistojimy ant dviejy
galiniy kojy skaiCiy ir taip pat buvo nustatytas atsistojimy ant dviejy galiniy kojy skaiciaus koreliacija
su ziurkiy kiino svoriu. Sio eksperimento metu, kai kiekviena dieng buvo atlickamos pakartotinés
skopolamino injekcijos, nebuvo nustatyti statistiSkai reikSmingi atsistojimy ant dviejy galiniy kojy
skaiCiaus skirtumai. Viena i§ galimy tokios elgsenos hipoteziy - eksperimentai kiekvieng savaite (i8
Viso 5 savaites) buvo kartojami pazjstamame kambaryje, toje pacioje atviro lauko arenoje. Hughes ir
kt. (2004) teigia, jog nefarmakologiniai veiksniai tokie kaip gyviino lytis ir eksperimento kambarys

gali turéti jtakos vaisto, $iuo atveju skopolamino, sukeliamam poveikiui.

Papildomai Sio testo metu buvo vertintas tiriamyjy ziurkiy grupiy (kontrolinés, 1 mg/kg bei 2

mg/kg skopolamino) kiino masés pokytis kiekvieng savaite. Rezultatai pateikti 12 pav.
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12 pav. Kiino masé (g) baziniy matavimy metu (Basal), po vienos (S1), dviejy (S2) ir trijy
(S3) savaiciy kasdieniniy fiziologinio tirpalo (A - kontrolé (n=8)) arba skopolamino (B - 1 mg/kg
(n=8) ir C - 2 mg/kg (n=8)) injekcijy ir savaitei praéjus po injekcijy nutraukimo (Po). Rezultatai

pateikti vidutinémis reikSmémis + S.E.M.

Visy tiriamyjy ziurkiy patinéliy grupiy kiino maseé kiekvieng savaite didéjo, bet statistiSkai
patikimy skirtumy nenustatyta (p=0,33). Kontrolinés, 1 mg/kg ir 2 mg/kg kiino masés skopolamino
grupiy didZiausia kiino masé nustatyta 5-3ja savait¢ (Po, 12A pav.; Po, 12B pav.; Po, 12C pav.).

3.1.2. Naujo objekto atpaZinimo testo rezultatai
Naujo objekto atpazinimo testo metu 5 savaites i§ eilés kiekvieng savaite analizuoti tiriamyjy
grupiy kontrolinés, 1 mg/kg skopolamino ir 2 mg/kg skopolamino gebéjimai atpaZinti nauja objekta,

gauti rezultatai pateikti 13 pav.
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13 pav. Pirmenybé naujam objektui (%) baziniy matavimy metu (Basal), po vienos (S1),
dviejy (S2) ir trijy (S3) savaiciy kasdieniniy fiziologinio tirpalo (A - kontrol¢ (n=8)) arba
skopolamino (B - 1 mg/kg (n=8) ir C - 2 mg/kg (n=8)) injekcijy ir savaitei pragjus po injekcijy
nutraukimo (Po). Pirmenybé¢ naujam objektui (%) apskaiCiuota pagal laika, praleistg tyrin¢jant
naujg objekta P2 testo metu (50% pirmenybé reiksty, kad ziurkés vienodai laiko praleidzia
tyrinédamos jau pazjstamg ir naujg objektus). Rezultatai pateikti vidutinémis reikSmémis = S.E.M. *
Nurodo statistiSkai patikimg skirtumg nuo bazinio tos pacios grupés testo, + nurodo statistiskai
patikimg skirtumg nuo kontrolinés grupés tos pacios savaités testo. Pasirinktas reikSmingumo lygis

p < 0,05,

Nustatyta, kad Ziurkes paveikus skopolaminu, naujajam objektui statistiSkai reikSmingai nebéra
teikiama pirmenybé [lyginama faktoriy sgveika savaité x skopolamino dozé: F(8;119)=2,1, p <0,05)].
Vienos savaités kasdieniniy 1 mg/kg kiino masés bei 2 mg/kg kiino masés skopolamino injekcijy
neuzteko trumpalaikés atminties sutrikdymui (S1, 13B pav. ir S1, 13C pav.), ji sutriko tik po dviejy
savaiCiy (S2, 13B pav. ir S2, 13C pav.). Trecig savaite (S3, 13B pav. ir S3, 13C pav.) pasireiske
skopolamino sukeltos nepageidaujamos reakcijos: net trys Ziurkés i§ 2 mg/kg skopolamino grupés ir
viena ziurké i§ 1 mg/kg skopolamino grupés nebetyrinéjo objekty. Sis sutrikimas buvo grjztamas —
nutraukus skopolamino injekcijas (Po, 13B pav. ir Po, 13C pav.), atmintis atsistaté, nepageidaujamy
reakcijy neliko. Bertaina-Anglade ir kt. (2006) taip pat iStyré, jog intraperitoninés (i.p.), vienkartines
0,3 mg/kg bei 1 mg/kg skopolamino injekcijos likus 30 minuciy iki naujo objekto atpaZinimo testo
pradzios sutrikdo Sprague-Dawley Ziurkiy atmintj ir sumaZina naujo objekto atpaZinimo indeksa.
(Aykac et al., 2019) nustaté, kad 1 mg/kg skopolamino kasdieninés i.p. injekcijos, kurios Wistar
ziurkéms buvo leidziamos 14 dieny, statistiSkai reikSmingai sutrikdé trumpalaike atmintj naujo
objekto atpazinimo testo metu. Skirtingi tyréjy pateikti rezultatai galé¢jo biiti nulemti jvairiy
eksperimentiniy veiksniy - pasirinktos gyviiny linijos ar nelinijinio kamieno, lyties, amziaus, elgsenos
testo subtilybiy, tiriamosios vaistinés medziagos koncentracijos bei jos skyrimo biido.
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Po Siy eksperimenty buvo patikrinta koreliacija, ar 2 mg/kg kiino masés skopolamino sukeltas
tiriamosios ziurkiy grupés lokomotorinio aktyvumo padidéjimas (registruotas atviro lauko arenoje)
neturi jtakos pirmenybei naujam objektui. 2 mg/kg skopolamino ziurkiy grupés didziausias nubégtas
atstumas buvo nustatytas 2 bei 3 savaitémis (S2-S3, 6C pav.), todél koreliacijai patikrinti buvo
pasirinktos Sios savaités. Pearsono koreliacijos koeficientas tarp nubégto atstumo ir pirmenybés
naujam objektui 2 savaitg (S2) suskaiciuotas R=0,42, p=0,30, o 3 savaite (S3) — R=-0,19, p=0,66.
Gauti rezultatai rodo, jog 2 mg/kg skopolamino grupés lokomotorinio aktyvumo padidéjimas jtakos

naujo objekto atpaZinimui neturéjo.
3.2. Su amZiumi susije¢ Ziurkiy pateliy atminties poky¢iai

3.2.1. T formos labirinto testo rezultatai

Siekiant nustatyti ziurkiy pateliy su amziumi susijusius erdvinés darbinés atminties pokycius
buvo atliktas T formos labirinto testas. Sio eksperimento metu buvo jvertinta trijy Ziurkiy grupiy:
jauny (kontrolinés), vidutinio amZiaus bei vyresnio amZiaus Ziurkiy pateliy pirmenyb¢ naujai tikslinei
rankovei (14 pav.). IS viso testas kartotas bent 5 kartus, kad biity patikimai suskaiCiuotas santykis tarp

teisingy ir neteisingy pasirinkimy.
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14 pav. Jauny (n=8), vidutinio amziaus (vid. (n=6)) ir vyresnio amziaus (vyr. (n=6)) pateliy
grupiy pirmenybé tikslinei (naujai) rankovei (%). Pirmenybé (%) apskaiciuota pagal Ziurkes
teisingus j¢jimus ] tiksling, anksciau netyrinéta rankove bandymo testo metu. Rezultatai pateikti
vidutinémis reik§meémis = S.E.M. * Nurodo statistiskai patikimg skirtuma nuo kity grupiy.

Pasirinktas reikSmingumo lygis p < 0,05.

Jauny arba kontrolinés (3 ménesiy amziaus) ir vidutinio amziaus (9 ménesiy) ziurkiy pateliy
grupiy pirmenybé naujai rankovei buvo panasi, o vyresnio amziaus pateliy (17 ménesiy amziaus)
lyginant su kitomis grupés buvo maziausia. Nustatyti statistiSkai patikimi skirtumai tarp analizuoty

grupiy [faktorius amziaus grupé: F(2;19)=5,1, p<0,05]. Gauti rezultatai parodo, jog didéjant gyviino
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amziui pasireiSkia erdvinés atminties pokyciai dél kuriy pirmenybé naujai, tikslinei rankovei
sumazeja.

3.2.2. Naujo objekto atpazinimo testo rezultatai

Naujo objekto atpazinimo testo metu buvo vertinti ziurkiy pateliy su amziumi susij¢
trumpalaikés epizodinés atminties pokyciai. Pirmojo eksperimento (15A pav.) metu analizuotos dvi
skirtingos amziaus grupés: kontroliné grupé arba jaunos patelés bei vidutinio amziaus patelés,
antrajame eksperimente (15B pav.) tirtos trys amziaus grupés: kontroliné grupé arba jaunos, vidutinio

amziaus bei vyresnio amziaus patelés ir skai¢iuojama pirmenybé¢ naujam objektui (%) P2 testo metu.
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15 pav. A — pirmenybé naujam objektui (%) tarp jauny (n=8) ir vidutinio (vid. (n=8)) amziaus
pateliy grupiy. B — pirmenybé naujam objektui (%) tarp jauny (n=10), vidutinio (vid. (n=9)) ir
vyresnio (vyr. (n=7)) amZiaus pateliy grupiy. Pirmenyb¢ naujam objektui (%) apskai¢iuota pagal
laikg, praleistg tyrin¢jant naujg objekta P2 testo metu. Rezultatai pateikti vidutinémis reikSmémis +

S.E.M.

Gauti pirmojo (15A pav.) ir antrojo (15B pav.) eksperimenty rezultatai parodé, jog didéjant
ziurkés amziui, pirmenybé naujam objektui statistiSkai reikSmingai nepasikeité. Pirmojo
eksperimento kontrolinés grupés (5 ménesiy amziaus) ziurkiy pateliy pirmenybé naujam objektui
buvo Siek tiek mazesné¢ uz vidutinio amziaus pateliy (12 ménesiy amziaus) grupe. Antrojo
eksperimento kontrolinés grupés (3 ménesiy amziaus), vidutinio amziaus (10 ménesiy) ir vyresnio
amziaus (17 ménesiy amZiaus) pateliy grupiy pirmenybé naujam objektui iSliko panasi ir skirtumy

tarp grupiy nenustatyta.

3.2.3. Atviro lauko testo rezultatai

Skirtingo amziaus ziurkiy pateliy lokomotorinis aktyvumas jvertintas suskaifiavus gyviino
nubégta atstumg atviro lauko arenoje per visa elgsenos testo trukmes laikg. Pirmojo eksperimento
metu (16A pav.), kai atviro lauko arenos centre Sviesos intensyvumas sieké 50 liuksy, analizuotos dvi
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ziurkiy pateliy grupés: jaunos arba kontrol¢ ir vidutinio amziaus patelés. Antrojo eksperimento metu
(16B pav.), kai atviro lauko arenos centre $viesos intensyvumas buvo 80 liuksy, tirtos jaunos arba

kontrol¢, vidutinio amziaus bei vyresnio amziaus pateliy grupés.
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16 pav. A — jauny (n=9) ir vidutinio (vid. (n=8)) amziaus ziurkiy pateliy grupiy nubégtas
atstumas (cm), kai arenos centro Sviesos intensyvumas 50 liuksy. B — jauny (n=10), vidutinio (vid.
(n=9)) bei vyresnio (vyr. (n=8)) amziaus ziurkiy pateliy nubégtas atstumas (cm), kai arenos centro

Sviesos intensyvumas 80 liuksy. Rezultatai pateikti vidutinémis reikSmémis = S.E.M. * Nurodo

statistiSkai patikimg skirtuma nuo kity grupiy. Pasirinktas reikSmingumo lygis p < 0,05.

Pirmojo (16A pav.) eksperimento kontrolinés (5 ménesiy amziaus) ir antrojo eksperimento
(16B pav.) kontrolinés (3 ménesiy amziaus) grupiy nubégtas atstumas lyginant su kitomis to paties
testo amziaus grupémis buvo didziausias. Abiejy eksperimenty metu pastebéta, kad did¢jant gyviino
amziui, lokomotorinis aktyvumas mazéja. Pirmojo eksperimento metu nustatytas statistiSkai
patikimas nubégto atstumo sumazéjimas lyginant kontroling jauny pateliy grupe su vidutinio amziaus
(12 ménesiy amziaus) patelémis [faktorius amziaus grupé: F(1;16)=5,5; p<0,05]. Antrojo
eksperimento metu taip pat palyginus su kontroline grupe statistiSkai reikSmingai sumaz¢jo vidutinio
(9 ménesiy) amziaus ir vyresnio amziaus (16 ménesiy amziaus) pateliy lokomotorinis aktyvumas

[faktorius amZiaus grupé: F(2;26)= 18,9; p<0,001].

Skirtingy ziurkiy pateliy amziaus grupiy baikStumas abiejy (A ir B) eksperimenty metu
analizuotas skai€iuojant kiek laiko gyviinas praleido arenos centre, kiek karty atliko saves Svarinimosi
(angl. grooming) veiksmus, kuriy trukmeé ilgesné nei 5 sekundés, ir suskai¢iuojant iSmaty skaiciy
atviro lauko arenoje pasibaigus elgsenos testui. Pirmojo (A) ir antrojo (B) eksperimenty metu
statistiSkai patikimy skirtumy tarp skirtingy amZiaus grupiy nebuvo nustatyta Siems baikStumo
parametrams: saves Svarinimosi veiksmams bei iSmaty skaiiui po elgsenos testo. BaikStumo

parametro — laiko, praleisto arenos centre, rezultatai pavaizduoti 17A pav. ir 17B pav.
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17 pav. A — jauny (n=9) ir vidutinio (vid. (n=8)) amziaus pateliy grupiy laikas, praleistas

arenos centre (s), kai Sviesos intensyvumas 50 liuksy, B — jauny (n=10), vidutinio (vid. (n=9)) ir

vyresnio (vyr. (n=8)) amziaus Ziurkiy pateliy laikas, praleistas arenos centre (s), kai Sviesos

intensyvumas 80 liuksy. Rezultatai pateikti vidutinémis reikSmémis = S.E.M. * Nurodo statistiskai

patikimg skirtumg nuo kity grupiy. Pasirinktas reikSmingumo lygis p < 0,05.

Pirmojo eksperimento (17A pav.) metu, kai Sviesos intensyvumas arenos centre sieké 50 liuksy,

nenustatyta statistiSkai patikimo skirtumo tarp kontrolinés (5 ménesiy) ir vidutinio amziaus pateliy

(12 ménesiy amziaus) laiko, praleisto arenos centre. Antrojo eksperimento (17B pav.) metu, kai

Sviesos intensyvumas arenos centre buvo padidintas iki 80 liuksy, gauti rezultatai parodé, jog didéjant

gyviino amziui, baikStumas taip pat didéja ir laikas, praleistas atviro lauko arenos centre, sumazéja.

Antrojo eksperimento metu nustatytas statistiSkai reikSmingas laiko, praleisto arenos centre,

sumazéjimas lyginant kontroling jauny (3 ménesiy amziaus) pateliy grupe su vyresnio amziaus

ziurkiy pateliy (16 ménesiy amziaus) grupe [faktorius amziaus grupé: H(2)=7,36, p<0,05]. Su

amziumi susijes gyviny smalsumas ir noras tyrinéti nauja aplinkg buvo vertinamas skai¢iuojant

ziurkés atsistojimy ant dviejy galiniy kojy skaiciy (angl. rearings), Gauti rezultatai pateikti 18A pav.

ir 18B pav.
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18 pav. A — jauny (n=9) ir vidutinio (vid. (n=8)) amziaus ziurkiy pateliy atsistojimy ant
dviejy galiniy kojy skaicius, kai arenos centro §viesos intensyvumas 50 liuksy; B — jauny (n=10),
vidutinio (vid. (n=9)) ir vyresnio (vyr. (n=8)) amziaus pateliy atsistojimy ant dviejy galiniy kojy

skaiCius, kai arenos centro Sviesos intensyvumas 80 liuksy. Rezultatai pateikti vidutinémis
reikSmémis + S.E.M. * Nurodo statistiSkai patikimg skirtumg nuo kity grupiy. Pasirinktas
reikSmingumo lygis p < 0,05.

Abiejy eksperimenty metu, kurie skyrési centro Sviesos intensyvumu, didziausiu atsistojimy ant
galiniy kojy skai¢iumi pasizyméjo kontrolinés (jaunos) ziurkiy pateliy grupés. Nustatyta, kad ziurkiy
pateliy atsistojimy ant dviejy galiniy kojy skaiiaus sumazéjimas tiesiogiai priklauso nuo gyviiny
amziaus. Rezultatai parodo, jog didéjant Ziurkiy amziui susidoméjimas nauja aplinka mazéja. Pirmojo
eksperimento metu nustatyti statistiSkai patikimi skirtumai tarp grupiy [faktorius amziaus grupé:
H(1)=4,7, p<0,05], antrojo eksperimento metu taip pat gauti statistiSkai reikSmingi skirtumai tarp

analizuoty grupiy [faktorius amziaus grupé: H(2)=18,85, p<0,001].
3.3. Su amZiumi susije¢ Ziurkiy patiny atminties poky¢iai

3.3.1. T formos labirinto testo rezultatai
T formos labirinto testo metu buvo vertinta dviejy tiriamyjy grupiy: jauny 3 ménesiy amziaus
patineliy grupés (kontrolés) bei 8 ménesiy vidutinio amziaus patiny grupés pirmenybé bandymo testo

metu naujai, anks¢iau neistirtai tikslinei rankovei (19 pav.).
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19 pav. Jauny (n=8) ir vidutinio (vid. (n=8)) amziaus patiny pirmenyb¢ tikslinei (naujai)
rankovei (%). Pirmenybe¢ (%) apskaiCiuota pagal ziurkés teisingus j€jimus ] tiksling, anks¢iau

netyrinétg rankove bandymo testo metu. Rezultatai pateikti vidutinémis reikSmeémis + S.E.M.

Kontroliné jauny (3 ménesiy amziaus) patin¢liy grupé lyginant su vidutinio amziaus (8 mén.)
grupe pasizymejo didesne pirmenybe naujai tikslinei rankovei. StatistiSkai patikimy skirtumy tarp

grupiy nenustatyta (p=0,16).

Su amziumi susijusiy ziurkiy pateliy ir patiny darbinés erdvinés atminties pokyciai buvo istirti
atlieckant T formos labirinto testg. Eksperimentuose su patelémis nustatyta, kad vyresnio amziaus
ziurkiy grupé, atitinkanti zmogaus 40-65 gyvenimo metus, lyginant su jauny (kontroliniy) ziurkiy
grupe, kuriy amzius atitiko Zmogaus 18-25 gyvenimo metus, teiké mazesn¢ pirmenybe naujai
rankovei. Skirtumy tarp jauny pateliy grupés ir vidutinio amziaus, atitinkan¢ios zmogaus 25-40
gyvenimo metus, pateliy grupés nebuvo nustatyta. Gali biiti, jog §] testg Ziurkéms vyresniame amziuje
atlikti yra sudétinga, nes gyviinai, didzigja gyvenimo dalj praleide nelaisvéje narvuose, nejgyja
sugebeéjimy orientuotis erdveéje. Eksperimentuose su patinais nebuvo nustatyta reik§mingy skirtumy
tarp jauny patiny, atitinkan¢iy Zmogaus 18-25 gyvenimo metus, ir vidutinio amziaus patiny, kurie
atitinka zmogaus 25-40 gyvenimo metus. Tyréjai Weinstock ir kiti (2011) taip pat analizavo su
amziumi susijusius erdvinés atminties pokycius, panaudojant Morris vandens labirinto testa, ir
nustaté, kad 16 ménesiy Wistar ziurkiy patinai lyginant su 3 meénesiy amziaus patinais véliau

pasiekdavo paslépta platforma dél suprastéjusios erdvinés atminties.

3.3.2. Naujo objekto atpaZinimo testo rezultatai
Naujo objekto atpazinimo testo metu buvo analizuoti dviejy patiny grupiy: jauny 3 meénesiy
amziaus (kontrolés) bei vidutinio 8 ménesiy amziaus pirmenybé naujam objektui (%), rezultatai

pateikti 20 pav.
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20 pav. Jauny (n=9) ir vidutinio (vid. (n=8)) amziaus patiny pirmenybé naujam objektui (%).
Pirmenyb¢ naujam objektui (%) apskaiCiuota pagal laikg, praleistg tyrinéjant nauja objektg P2
bandymo metu. Rezultatai pateikti vidutinémis reikSmémis = S.E.M. * Nurodo statistiSkai patikima

skirtuma nuo kity grupiy. Pasirinktas reikSmingumo lygis p < 0,05.

Sio elgsenos testo rezultatai parodé, jog vidutinio (8 ménesiy) amZiaus patinéliy pirmenybé
naujam objektui lyginant su kontroline jauny (3 ménesiy) patinéliy grupe yra statistiSkai reikSmingai
didesné¢ [faktorius amziaus grupé: F(1,16)=5,1; p<0,05]. Jauny patin¢liy teikiama pirmenybé naujam
objektui galéjo biiti mazesné, nes jie yra labiau aktyviis ir judriis uz vidutinio amziaus patinus, jy
pri¢jimy prie pazjstamo ir naujo objekty skaicius bei tyrinéjimo trukmé buvo ilgesné uz vidutinio
amziaus ziurkes. D¢l Sios priezasties gauti rezultatai néra interpretuojami kaip jauny patiny atminties
sutrikdymas. Apibendrinant gautus rezultatus galima teigti, jog su amziumi susijusiy trumpalaikés

epizodinés atminties sutrikimy tarp tirty patiny grupiy nenustatyta.

Su amziumi susijusiy ziurkiy pateliy ir patiny trumpalaikés epizodinés atminties pokyciai buvo
iStirti atliekant naujo objekto atpazinimo testg. Eksperimentai su patelémis parode, jog didéjant
gyviino amziui pirmenyb¢ naujam objektui P2 testo metu iSliko reikSmingai nepakitusi, statistiniy
skirtumy tarp grupiy nebuvo nustatyta. Panasius rezultatus aprasé Aktoprak ir kt. (2013), kurie tyré
10 ménesiy amZiaus ir 28 ménesiy amziaus Fisher 344XBrown Norway (F344XBN) Ziurkiy patiny
elgsenos poky¢ius. Sie tyréjai nustaté, kad gyviinai nepriklausomai nuo amziaus teiké pirmenybe
naujam objektui (Aktoprak et al., 2013). Eksperimenty su patinais rezultatai atskleidé, kad
kontrolinés grupés pirmenybé naujam objektui buvo mazesné uz vidutinio amziaus grupe. Manoma,
kad taip gal¢jo nutikti todél, kad jauni patinai, lyginant su vidutinio amZiaus, yra labiau aktyviis ir

pasiZymi ilgesne pazjstamo ir naujo objekty tyrin¢jimo trukme P2 testo metu.
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3.3.3. Atviro lauko testo rezultatai

Atviro lauko testo metu buvo vertinti su amziumi susij¢ ziurkiy pating lokomotorinio
aktyvumo, baik$tumo bei noro tyrinéti naujg aplinka, pokyciai. Analizei pasirinktos dvi skirtingo
amziaus ziurkiy patiny grupés: jauny 3 ménesiy amziaus (kontrolé) ir vidutinio amziaus (8 ménesiy).

Lokomotorinio aktyvumo — nubégto atstumo arenoje viso testo metu rezultatai pateikti 21 pav.
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21 pav. Jauny (n=9) ir vidutinio (vid. (n=8)) amziaus patiny nubégtas atstumas (cm).
Rezultatai pateikti vidutinémis reikSmémis = S.E.M. * Nurodo statistiSkai patikimg skirtuma nuo

kity grupiy. Pasirinktas reikSmingumo lygis p < 0,05.

Nustatyta, kad didéjant gyviino amziui lokomotorinis aktyvumas mazéja: vidutinio amziaus
ziurkiy patiny grupés nubégtas atstumas lyginant su kontrolinés grupés jaunais patinais yra statistiskai

reikSmingai mazesnis [faktorius amziaus grupé: F(1;16)= 12,8, p<0,05].

Su amziumi susijusiy ziurkiy pateliy ir patiny lokomotorinio aktyvumo pokyc¢iai buvo istirti
atliekant atviro lauko testa. Eksperimentai su patinais ir patelémis parod¢, kad priklausomai nuo
gyviino amziaus lokomotorinis aktyvumas sumazéjo. Mokslininkai Altun ir kt. (2007) taipogi
eksperimentiskai patvirtino, jog didéjant Ziurkiy amziui gyviino lokomotorinis aktyvumas laipsniSkai
sumazgjo.

Atlikus skirtingy ziurkiy amziaus grupiy (kontrolés — jauny bei vidutinio amziaus) baikS§tumo
vertinimg: kiek laiko Ziurkeé praleido labiau apSviestoje arenos centro zonoje, kiek atliko saves
Svarinimosi veiksmy (angl. grooming), uztrukusiy ilgiau nei 5 sekundes, bei koks buvo iSmaty

skai€ius po eksperimento, statistiskai reikSmingy skirtumy tarp $iy dviejy grupiy nustatyta nebuvo.

Su amziumi susij¢s Ziurkiy pateliy ir patiny baikStumas buvo istirtas atliekant atviro lauko testa.
Antrasis eksperimentas su patelémis, kai Sviesos intensyvumas arenos centre sieké 80 liuksy, parodé,

jog didéjant amziui ziurkiy baikStumas padidéjo ir laikas, praleistas arenos centre, sumaz¢jo. Tyréjai
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Boguszewski ir kt. (2002) atlikg atviro lauko testa su jaunais 4 ménesiy amziaus ir senyvo 24 ménesiy
amziaus Wistar ziurkiy patinais taipogi nustaté, jog laikas praleistas arenos centre su amziumi
sumazejo ir tai parodé nerimo padidéjimg senyvo amziaus patiny grupéje. Tuo tarpu eksperimentai
su patinais neparodé su amziumi susijusio baik§tumo padidéjimo ir taip galéjo buti todél, kad gyviinai

dar buvo per jauni.

Su amziumi susij¢s gyviino noras tyrinéti naujg aplinkg buvo atliktas suskaiciavus atsistojimus

ant dviejy galiniy kojy (angl. rearings), rezultatai pateikti 22 pav.
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22 pav. Jauny (n=9) ir vidutinio (vid. (n=8)) amziaus patiny atsistojimy ant dviejy galiniy
kojy skaicius. Rezultatai pateikti vidutinémis reikSmémis £ S.E.M. * Nurodo statistiSkai patikima

skirtumg nuo kity grupiy. Pasirinktas reikSmingumo lygis p < 0,05.

Jauny Ziurkiy patinéliy (3 ménesiy amziaus) atsistojimy ant dviejy galiniy kojy skai¢ius buvo
statistiSkai reikSmingai didesnis [faktorius amziaus grupé: H(1)=6,75, p<0,05] lyginant su vidutinio
amziaus (8 ménesiy) patinais. Gauti rezultatai patvirtinta, jog didéjant gyviino amziui noras tyrinéti

naujg aplinka ($iuo atveju atviro lauko arena) sumazeja.

Su amZiumi susijusio Ziurkiy pateliy ir patiny noro tyrinéti naujg aplinka pokyciai buvo iStirti
atliekant atviro lauko testa. Eksperimentai su patelémis ir patinais parod¢, jog priklausomai nuo
amZiaus gyviiny noras tyrinéti nauja aplinkg laipsniskai sumazéjo. Tyr¢jai Altun ir kt. (2007) teigia,
jog su amziumi susij¢s atsistojimy ant dviejy galiniy kojy sumazéjimas gali biiti dél senéjimo sukelto
raumeny jégos praradimo uZpakalinése galinése bei skeleto raumeny masés praradimo. Taipogi
vidutinio amZziaus gyviiny atsistojimy ant dviejy galiniy kojy skaiCius galéjo sumazéti del

besitgsiancio kiino svorio augimo, kuris yra judruma apribojantis veiksnys (Altun et al., 2007).
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3.4. Ziurkiy pateliy lytinio ciklo nustatymas

Po atlikty atviro lauko, naujo objekto atpazinimo bei T formos labirinto elgsenos testy buvo
vertinamas Siuose testuose dalyvavusiy skirtingo amziaus Ziurkiy pateliy lytinis ciklas tam, kad

jsitikinti, jog pateliy elgsenos rezultatams jis jtakos neturéjo.

Ziurkiy pateliy lytinis ciklas trunka 4-5 dienas ir yra sudarytas i§ keturiy faziy: priesrujo
(proestrus), rujos (estrus), poovuliacinio etapo (metestrus) ir porujo (diestrus) (Hubscher et al., 2005).
Analizei buvo pasirinktos elgsenos testuose ankséiau tirtos jaunos 3 ménesiy amziaus patelés (n=10),
vidutinio 11 ménesiy amZziaus patelés (n=6) bei senos 18 ménesiy amziaus patelés (n=5). Lyties
organy iSskyry mikroskopija parode¢, jog i§ 10 jauny pateliy 5 pateléms lytinio ciklo fazé buvo
prieSrujis (proestrus), 1 patelei ruja (estrus), 2 pateléms poovuliacinis etapas (metestrus), 2 pateléms
porujis (diestrus); 1§ 6 vidutinio amziaus pateliy 2 pateléms nustatytas prieSrujis (proestrus), 3
pateléms ruja (estrus) ir 1 patelei porujis (diestrus); i§ 5 seny Ziurkiy pateliy 3 patelems — priesrujis
(proestrus), 1 patelei — ruja (estrus) ir 1 patelei — poovuliacinis etapas (metestrus). Apibendrinus
rezultatus galima teigti, jog tarp skirtingy ziurkiy pateliy amziaus grupiy lytinio ciklo sinchronizacija

nebuvo nustatyta, todél jtakos elgsenos eksperimentams neturéjo.
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ISVADOS

1. Farmakologinis skopolamino sukeltas demencijos modelis i§vystytas panaudojant 1 mg/kg
ir 2 mg/kg kiino masés skopolamino intraperitonines injekcijas, kurios Wistar ziurkiy patinams buvo
leidziamos kiekvieng dieng tris savaites. Skopolaminas, leidziamas kas dieng 2 savaites, griztamai
sutrikdé Wistar ziurkéms trumpalaike darbing atmintj ir tai buvo jrodyta naujo objekto atpazinimo
testo metu. Griztamas skopolamino efektas parodo, kad S§is modelis neatspindi negriztamo

Alzheimerio tipo atminties sutrikimo.

Taip pat 2 mg/kg skopolamino doze sukele ilgalaik; Wistar ziurkiy ekstrapiramidinés motorinés
sistemos aktyvumo padidéjima, kuris pademonstruotas atviro lauko elgsenos testu. Skopolamino
modelis yra tinkamas sutrikdyti ziurkiy trumpalaike atmintj, taciau didesnés dozés gali sukelti

nepageidautiny ekstrapiramidiniy efekty ir neturéty biiti naudojamos.

2. Su amziumi susijes aktyvumo pokytis yra atvirkstinis skopolamino sukeltam modeliui —
gyviiny lokomotorinis aktyvumas bei noras tyrinéti naujg aplinkg negrijZztamai sumazéja, o baikStumas
padidéja. Senéjimo metu sutriko tik darbiné erdviné atmintis, todél skopolamino gyviny modelis

neatspindi su amziumi atsirandanciy Ziurkiy elgsenos ir atminties pokyciy.
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WISTAR ZIURKIU ATMINTIES SUTRIKDYMAS SKOPOLAMINU

SANTRAUKA

Demencija - daugiau nei vienos pazinimo srities kognityvinis sutrikimas, kuriam budingas
intelektiniy gebéjimy praradimas, sutrikdantis jprastg socialing veiklg. Viena i§ labiausiai paplitusiy
ligy, kuriai budinga demencija, yra Alzheimerio liga. Dél demencijos paplitimo ir prastos ligos
prognozés, moksliniy tyrimy prioritetu iSliecka demencijos gyviny modeliy kiirimas ir vystymas.
Farmakologinis skopolamino amnezijos modelis daznai naudojamas sumodeliuoti paZinimo ir
atminties sutrikimus. Sio darbo tikslas buvo jdiegti farmakologinj Wistar Ziurkiy atminties
sutrikdymo modelj. Darbo uzdaviniai - sukelti atminties sutrikdymg Wistar ziurkéms panaudojant
skopolamino injekcijas ir iStirti, kokig jtaka sukeltas atminties sutrikdymas turi gyviiny elgsenai;
nustatyti su amziumi susijusius sveiky Wistar Ziurkiy atminties sutrikimus ir poveikj elgsenai bei

palyginti su skopolamino sukeltais atminties pokyciais.

Atminties sutrikdymo skopolaminu tyrimo metu 3 ménesiy amziaus Wistar ziurkiy patinams
kasdien (1 karta/dieng) 3 savaites be pertrauky buvo atlieckamos 1 mg/kg ir 2 mg/kg skopolamino
injekcijos po pilvapléve ir atminties sutrikdymas vertintas kiekvieng savait¢ atliekant atviro lauko bei
naujo objekto atpazinimo testus. Siekiant nustatyti, ar skopolaminas sukélé grjztama atminties
sutrikdyma, tie patys elgsenos testai pakartoti praé¢jus savaitei po injekcijy nutraukimo. Su amziumi
susije atminties poky&iai nustatyti sveikoms Wistar Ziurkiy pateléms ir patinams. Ziurkiy patelés
buvo suskirstytos i tris grupes: jauno (3-5 mén.), vidutinio (9-12 meén.) ir vyresnio (16-17 mén.)
amziaus, o patinai j dvi grupes: jauno (3 mén.) ir vidutinio (8 mén.) amziaus bei atlikti atviro lauko,
naujo objekto atpazinimo ir T formos labirinto testai. Kasdieninés 1 mg/kg ir 2 mg/kg skopolamino
injekcijos griztamai sutrikdé trumpalaike atmintj ir naujo objekto atpaZinima bei padidino
lokomotorinj aktyvuma. Su amZiumi susijusiy trumpalaikés atminties pokyciy nenustatyta, taciau
pasireiské darbinés erdvinés atminties pokyciai. Taip pat didé¢jant amZiui pastebétas lokomotorinio
aktyvumo sumaz¢jimas. Farmakologinis skopolamino modelis neatspindi su amziumi atsirandanciy

ziurkiy elgsenos ir atminties pokyciy.
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SUMMARY

Dementia is defined as cognitive impairment in more than one cognitive area characterized by
loss of intellectual ability to interfere with usual social activities. One of the most common brain
diseases that causes dementia is Alzheimer’s disease and the chance of getting dementia from
Alzheimer’s disease increases with age. High research priority to develop animal model of dementia
is due to disease prevalence and poor prognosis of the disease. Pharmacological scopolamine-induced
amnesic model is frequently used to model cognitive dysfunctions and memory disturbances. The
aim of the research was to implement a pharmacological model of memory impairment in Wistar rats.
Goals of the thesis: to induce memory impairment in Wistar rats using scopolamine injections and to
investigate the impact of memory impairment on animal behavior; to determine age-related memory
impairment and behavioral changes in healthy Wistar rats and to compare to scopolamine induced

memory impairment.

Scopolamine-induced memory impairment in 3-month-old Wistar male rats was induced by
administration of 1 mg/kg and 2 mg/kg intraperitoneal injections of scopolamine every day (1
time/day) for 3 weeks. Memory dysfunction was evaluated using an open field test and novel object
recognition test. In order to determine whether scopolamine induced reversible memory impairment
the same behavioral tests were repeated 1 week after discontinuation of scopolamine injections. Age-
related memory impairment was analyzed in healthy female and male Wistar rats. Female Wistar rats
were divided into three groups: young (3-5 months), middle-aged (9-12 months) and older (16-17
months) while male Wistar rats were divided into two groups: young (3 months) and middle-aged (8
months). Open field, novel object recognition and T-maze behavioral tests were performed for these
groups. It was determined that administration of 1 mg/kg and 2 mg/kg scopolamine injections
everyday reversibly impaired short-term memory and novel object recognition. Additionally,
scopolamine injections increased locomotor activity. Short-term memory was not impaired in aged
rats, however changes in working spatial memory were observed. Also, age-related decrease of
locomotor activity was noticed. Pharmacological scopolamine model does not reflect age-related

behavioral and memory changes.
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