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SANTRUMPOS

5-HT - serotoninas

ACh - acetilcholinas

AMPA - amino-3-hidroksi-5-metilisoksazoleproprioniné rugstis
f-1 - veikimo potencialy daznio ir srovés priklausomybé (perdavimo funkcija)
GABA - gama amino sviesto riigstis

GABA 4 - gama amino sviesto riigSties jonotropinis receptorius
IN - interneuronai

Inap - jtekanti nuolatiné Na™ jony sroveé

InaT - jtekanti trumpalaiké Na* Na jony srové

I-V - voltamperiné neurono charakteristika

MAChR - muskarininis (metabotropinis) acetilcholino receptorius
MGIuR - metabotropinis glutamato receptorius

MN - motoneuronai

nNAChR - nikotininis (jonotropinis) acetilcholino receptorius
NMDA - N-metil-D-aspartatas

PIC — nuolatin¢ jtekanti jonin¢ srove

lin - membranos j€jimo varza

RP - ramybés potencialas

TEA - tetraetilamonis

TTX - tetradotoksinas

VP - veikimo potencialas



1. IVADAS

Nugaros smegeny neuroninis tinklas valdo gyviiny galiiniy raumenis.
Motoneuronai (MN) — tai nugaros smegeny neuronai, kurie tiesiogiai aktyvuoja
raumenis. Kaip ir kituose neuronuose, MN i¢jimo transformacija i 15¢jima
charakterizuojama perdavimo funkcija. MN perdavimo funkcija parodo, kaip
neurono sinapsinis j¢jimas yra konvertuojamas ;] MN i8¢jimo signalg - tam
tikro daznio veikimo potencialy (VP) sekas ir Siy MN valdomy raumeny
susitraukimus. Didelis perdavimo funkcijos statumas leidZia iSvystyti didele
raumens susitraukimo jéga, o mazas — jgalina tiksly raumeny valdyma.

Motoriniy vienety aktyvumo tipai (veikimo potencialy generavimo tipai)
yra skirtingi esant greitiems ir létiems raumeny susitraukimams. Toninis Zemo
daznio VP seky generavimas stebimas esant létiems valingiems raumeny
susitraukimams. Fazinis didelio daznio VP seky generavimas biidingas
greitiems raumeny susitraukimams (Desmedt ir Godaux, 1977a,b; Duchateau
ir Enoka, 2011). Remiantis ankstyvaisiais motoriniy vienety ir jy atsaky
tyrimais, motoriniai vienetai buvo skirstomi j fazinius ir toninius (Granit et al.,
1956, 1957; Tokizane ir Shimazu, 1964). Sie procesai susij¢ su VP adaptacija
MN (Powers et al., 1999; Sawczuk et al., 1995, 1997). Esant membranos
potencialo depoliarizacijai MN vyksta VP daznio adaptacija, kuomet pradinis
didelio daznio VP generavimas Iétéja eksponentiSkai iki Zemesnio, bet
pastovaus VP daznio (Granit et al., 1963a; Kernell ir Monster, 1982; Kernell,
1965; Sawczuk et al., 1995, 1997). VP adaptacija jtakoja ne tik VP daznj, bet ir
MN perdavimo funkcija (Powers et al., 1999; Sawczuk et al.,, 1995). IS
literatiiros Zinoma, kad dél VP adaptacijos mazé¢ja MN perdavimo funkcijos
verte¢ ziurkés (Granit et al., 1963a; Sawczuk et al., 1995), katés (apzvelgta
Kernell, 2006) bei vézlio nugaros smegeny MN (Hounsgaard et al., 1988Db).
MN perdavimo funkcijg savo tyrime mes suskirstéme ] tris tipus: prading,
ankstyvaja ir stacionarig.

Taigi MN perdavimo funkcija néra pastovus parametras ir gali biti

itakojamas jvairiy fiziologiniy procesy. Elektriniy signaly apdorojimas MN yra



jtakojamas ne tik VP adaptacijos (Powers et al., 1999; Sawczuk et al., 1995),
bet ir kity netiesiniy fiziologiniy veiksniy: pédsekinés depoliarizacijos,
nuolatiniy jtekan¢iy joniniy sroviy, neuroninio tinklo aktyvumo Joniniy
membranos laidumy pokyciai sglygoja pédseking hiperpoliarizacijg (Granit et
al., 1963a; Kernell, 1965; Vervaeke et al., 2006; Vogalis et al., 2003).
Sinapsinio signalo apdorojima jtakoja nuolatinés jtekancios joninés srovés
(Heckman et al., 2008; apzvelgta Rekling et al., 2000; Schwindt, 1973). MN
veiklg gali jtakoti nugaros smegeny neuroninio tinklo aktyvumo lygis. Jis
salygoja metabotropiniy MN membranos receptoriy, kurie selektyviis
neuromediatoriams: glutamatui (Svirskis ir Hounsgaard, 1998), serotoninui (5-
HT) (Heckman et al., 2003;Hounsgaard et al., 1988a; Hultborn et al., 2004,
Perrier ir Hounsgaard, 2003; Perrier et al., 2003; Perrier ir Cotel, 2008),
acetilcholinui (Sharp et al., 1993) (Alaburda et al., 2002a; Miles et al., 2007) ar
dopaminui (Clemens ir Hochman, 2004) aktyvavimg. Taip neuroninio tinklo
aktyvumas gali jtakoti MN perdavimo funkcijos verte pritaikant organizmo
poreikiams (Button et al., 2006; Harvey et al., 2006¢c; Hounsgaard ir Mintz,
1988; Hultborn et al., 2004; Kernell, 1965; Lee ir Heckman, 2001; Powers ir
Binder, 2001).

EksperimentiSkai MN perdavimo funkcijos verté nustatoma tiriant MN
veikimo potencialy daznio priklausomybe nuo jleidziamos j lastele sroveés
dydzio. Sia priklausomybe atspindi kreivé (ties¢), kuri apibiidinama tam tikru
statumu (polinkio kampu) (Kernell, 1965; Granit et al., 1963a). MN elektriné
stimuliacija gali buiti vykdoma staciakampiais (Granit et al., 1963a; Ito ir
Oshima, 1965) arba tam tikro srovés kilimo greicio trikampiais (Bennett et al.,
2001b; Button et al., 2006; Lee ir Heckman, 1998; Hounsgaard et al., 1984,
1988a) srovés stimulais.

Perdavimo funkcijos vertinimui naudojant sta¢iakampius impulsus tg patj
neurong reikia stimuliuoti keliy ar keliolikos skirtingy amplitudziy srovés
stimuly. Trikampio stimulo atveju MN aktyvuojami skirtingos amplitudés
stimulais. Taciau trikampio stimulo atveju veikimo potencialy daznio

adaptacijos jtaka prie skirtingy sroviy veikimo potencialy dazniams gali biiti



skirtinga. Néra Zinoma ar skiriasi to paties neurono perdavimo funkcijos
jvertintos skirtingais metodais

Didelé judesiy jvairové nulemia, kad specifinés MN fiziologinés savybés
bei jvairiis fiziologiniai procesai gali skirtingai jtakoti skirtingus perdavimo
funkcijy tipus. Veikiant neuroniniam tinklui MN aktyvuojama labai daug
sinapsiniy jéjimy, dél ko padidéja MN membranos laidumas (Alaburda et al.,
2005; Berg et al., 2007). Néra zinoma, ar $is veiksnys jtakoja MN perdavimo
funkcijos verte.

MN aktyvumui svarbios yra ir nuolatinés jtekancios joninés srovés. Viena
tokiy sroviy yra nuolatiné jtekanti Na® srové. Problema, kad $ios srovés
poveikis skirtingy gyviiny MN néra vienareik$mis. Pavyzdziui, nuolatiné Na”
srové ne tik didina MN suzadinamumo lygj (Kuo et al., 2006; Lee ir Heckman,
2001; Li ir Bennett, 2003) ir sustiprina sinapsinius MN j&jimus (Manuel et al.,
2007), bet tai pat gali sumazinti prading MN perdavimo funkcijos verte, kai tuo
pat metu stacionariai MN perdavimo funkcijos vertei tai neturi jtakos.
Detalesni tyrimai reikalingi tam, kad tiksliai jvertinti neurony perdavimo

funkcijy modifikavimo mechanizmus ir jy funkcijas.



1.1. Darbo tikslas ir uzdaviniai

Disertacijos darbo tikslas: jvertinti vézlio nugaros smegeny motoneurony

perdavimo funkcijos ypatybes bei istirti jos galimg modifikavima.

Siuo tikslu buvo iskelti tokie uzdaviniai:

1.  Jvertinti ir palyginti nugaros smegeny motoneurony perdavimo funkcijos

ypatybes naudojant trikampius ir statiakampius srovés stimulus;

2. I8tirti trikampio srovés stimulo kilimo greiCio jtakag motoneurony

perdavimo funkcijos vertei;

3. Nustatyti kaip padid¢jes membranos laidumas jtakoja motoneurony

perdavimo funkcijg;

4.  Istirti nuolatinés Na* srovés jtaka motoneurony perdavimo funkcijai.

10



1.2. Darbo mokslinis naujumas ir praktiné nauda

Mokslinis naujumas:
Pirma karta:
e  palygintos vézlio nugaros smegeny motoneurony perdavimo funkcijos

jvertintos taikant staCiakampiy ir trikampiy srovés stimuly elektring

neurony suzadinima;

o  cksperimentiSkai jvertinta padidéjusio vézlio nugaros smegeny

motoneurono membranos laidumo jtaka perdavimo funkcijai;

e  eksperimentiskai parodyta nuolatinés Na* srovés jtaka vézlio nugaros

smegeny motoneurony perdavimo funkcijai.

Praktiné nauda:

Remiantis gautais rezultatais pasiiilyta, kad iSsamiems neurony perdavimo
funkcijy tyrimams turéty buti taikomi staciakampiai srovés stimulai, nes jie
leidzia nustatyti ne tik stacionarig, bet ir pradines bei ankstyvasias perdavimo

funkcijy vertes.
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1.3. Ginamieji disertacijos teiginiai

1. Motoneurony perdavimo funkcijos vertés, stimuliuojant lgsteles
trikampiais srovés stimulais, sutampa su stacionaria perdavimo funkcijos

verte gauta stimuliuojant neuronus staciakampiais srovés stimulais;

2.  StacCiakampiais, bet ne trikampiais srovés stimulais galima vertinti

prading ir ankstyvaja motoneurono perdavimo funkcijy vertes;

3. Membranos laidumo padidéjimas nekei¢ia motoneurono perdavimo

funkcijos statumo;
4. Nuolatiné Na® srové padidina motoneurony suzadinamuma, maZina

prading ir ankstyvaja perdavimo funkcijy vertes, taCiau nejtakoja

stacionarios perdavimo funkcijos.
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2.  LITERATUROS APZVALGA

2.1. Nugaros smegeny neurony parametrai

Nugaros smegeny MN buvo vieni pirmyjy CNS tirty neurony naudojant
vidulasteling potencialy registravimo metodikg (Brock et al., 1952; Eccles,
1957). Siuo metu tiriami ziurkiy (Harvey et al., 2006a,c; Li ir Bennett, 2003; Li
et al., 2004; Moritz et al., 2007; Powers ir Binder, 2003), peliy (Carlin et al.,
2000; Jiang ir Heckman, 2006; Kuo et al., 2005, 2006), ka¢iy (Enriquez et al.,
2012; Jones ir Lee, 2006; Manuel et al., 2007), vézliy (Alaburda et al., 2002a,
b, 2005, 2010; Alaburda ir Hounsgaard, 2003; Berg ir Hounsgaard, 2009;
Hornby et al., 2002a,b; Simon et al., 2003; Guzulaitis et al., 2012) bei Zmoniy
motoneuronai (Collins et al., 2001; Gorassini et al., 2004). Nugaros smegeny
motoneuronai yra didelés nervinés lastelés, turinCios didelius kiinus, tanky
dendritinj medj ir ilgus aksonus (Hounsgaard et al., 1988b; McDonagh et al.,
1998, 1999). Nugaros smegeny motoneurony aiski ir funkciné paskirtis —
tiesioginis griauciy raumeny valdymas. Jie gauna informacijg 1§ daugelio CNS
neurony (konvergencija) ir per nervo — raumens sinapses valdo raumenines
skaidulas, suformuodami motorinius vienetus. Motoneuronuose gradualiis
sinapsiniai potencialai, susidarantys sinapsiniuose kontaktuose, sglygoja tam
tikro daznio veikimo potencialy sekas. Siy seky daznis, VP generavimo tipas,
trukmé apsprendZia specifin; raumeny valdymo modelj, kuris realizuojamas
lokaliame neuroniniame tinkle nugaros smegenyse. Sio tinklo, kurio sudétiné
dalis yra atskiri MN, veikla salygoja koordinuotg ir dinamiska kiino judesiy
valdyma.
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2.1.1. Morfologiniai nugaros smegeny neurony parametrai

VeézZlio nugaros smegeny ventraliniuose raguose dominuoja dviejy tipy
neuronai: motoneuronai (MN) (Pav. 2.1.A) ir interneuronai (IN) (Pav. 2.1.B).
Vézlio nugaros smegeny MN ir IN pagrindiniai morfologiniai parametrai:
neurono kiino (somos) diametras (20-54 pm), somos pavirSiaus bendras plotas
(299-2045 pm?), somos bendras tiiris (2,3-45 um®), bendras dendrity ilgis (1,5-
16*10° pm) (McDonagh et al., 1999). Lyginat §ias dvi neurony grupes galima
paminéti, kad MN turi kelis kartus didesnj dendritinj medj nei IN: terminaliniy
dendrity skai¢ius MN apie 42+3,4, o IN 13+2,2. Bendras visy dendrity ilgis
MN llﬂ:0,8"‘103 um, o IN 4,24+22 *10° um atitinkamai. MN turi zenkliai
didesnj kiina (soma) nei IN: MN somos taris 20+3,3*10% um® o IN tik
8+2,0%10" uma, bendras somos pavirSiaus plotas kelis kart didesnis MN nei IN:
MN 12344140 pm? IN 644+106 pm?, somos diametras MN 42+2.8 um, IN
304+2,3 um (McDonagh et al., 1999).
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Pav. 2.1. Vézlio nugaros smegeny ventraliniy ragy pjuviai. Matomi:
motoneuronas (A) ir interneuronas (B); rodyklés (A) rodo motoneurono
aksonus (adaptuota i§ McDonagh et al., 1999).
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2.1.2. Elektrofiziologiniai nugaros smegeny neurony parametrai

Pagrindiniai elektrofiziologiniai nugaros smegeny neurony (bendrai MN
ir IN) parametrai yra ramybés potencialo verté (nuo -57 iki -83 mV),
membranos j¢jimo varza (nuo 2,5 iki 344 MQ), membranos laiko konstanta
(apie 2,6 ms), reobaze (apie 0,05 nA), pédsekinés hiperpoliarizacijos trukme
(nuo 72 iki 426 ms), pédsekinés hiperpoliarizacijos puséjimo (laikas nuo
pédsekinés hiperpoliarizacijos pradzios iki Sis procesas pasiekia 50 %
maksimalios amplitudés) trukmé (nuo 11 iki 212 ms), perdavimo funkcijos (f-

I) kreivés statumas (nuo 3,4 iki 235 Hz/nA) (McDonagh et al., 1999).

2.1.2.1. Neurony membranos ramybés potencialas

Vézliy MN ramybés potencialas kinta nuo -60 iki -80 mV (Hounsgaard et
al., 1988b; McDonagh et al., 1998) (vidutinis RP lygus -67+5,6 mV) ir yra
artimas IN ramybés potencialo vertei, kuri kinta nuo -58 iki -79 mV
(Hounsgaard ir Kjaerulff, 1992; McDonagh et al., 1998) (vidutinis RP lygus -
69+6,9 mV).

2.1.2.2. Neurony membranos jéjimo varza, laiko ir ilgio konstantos

Neurono membranos jéjimo varzg nulemia keli veiksniai - morfologiniai
ir fiziologiniai. Pirma, bendras membranos plotas sglygoja tam tikrg joniniy
kanaly skaiCiy neurone. Dideli neuronai dazniausiai turi daugiau joniniy kanaly
nei mazi neuronai. Pro kanalus tekancios joninés srovés didina bendrg neurono
membranos laidumg. Membranos j¢jimo varza gali kisti ir dél skirtingy joniniy
kanaly laidumo. Didelis skaiCius joniniy kanaly membranoje dar nepadidina
membranos laidumo (nesumazina varzos), jei tie kanalai yra uZdaryti.
Membranos j¢jimo varza yra atvirkS§€iai proporcinga neurono membranos

1¢jimo laidumui. Neurono j¢jimo varzos verté labai svarbi sinapsiniy signaly
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integracijai. Vykstant sinapsiniy signaly laikinei ir erdvinei sumacijai, kurig
jtakoja membranos laiko ir ilgio konstantos, nedidelés pavienés sinapsinés
sroves gali sumuotis ir padidinti membranos potencialg iki slenkstinio ir
inicijuoti VP generavimg. Neuronuose, kurie turi didele jéjimo varzg ir
daZniausiai yra mazi, net ir nedidelés sinapsinés srovés gali inicijuoti VP
generavima, tuo tarpu dideliuose ir mazg jéjimo varzg turin¢iuose neuronuose
mazos pavienés sinapsinés srovés negali sukelti VP.

Anot vieny tyréjy, vézlio MN membranos j¢jimo varza gali siekti 18-55
MQ (Hounsgaard et al., 1988b), anot kity - 13+£7,2 MQ (McDonagh et al.,
1998). Neatitikimas tarp jvertinimy gali biiti dél nedideliy im¢iy bei skirtingy
naudoty elektrody. Membranos laiko konstantos vertés gali buti 12-61 ms
(Hounsgaard et al., 1988b), 10-29 ms (Svirskis et al., 2001), 13+8,0 ms
(McDonagh et al., 1998). IN atveju membranos jéjimo varza gali kisti nuo 14
iki 171 MQ (vidutiniskai 64+48 MQ), o membranos laiko konstanta
atitinkamai nuo 5,9 iki 41 ms (vidutiniskai 16+9,1 ms) (McDonagh et al.,
1998). Vézlio nugaros smegeny neurony parametrai sulyginami su kity
gyviny: négés MN membranos j¢jimo varza 14+13 MQ, IN - 68+46 MQ
(Buchanan, 1993), katés MN membranos jé¢jimo varza 1-9 MQ, IN - 8,6-10
MQ (Burke et al., 1994; Heckman ir Binder, 1991; Hultborn ir Pierrot-
Deseilligny, 1979), MN laiko konstantos verté 5-10 ms (Zengel et al., 1985).
Ziurkés MN membranos jéjimo varza 1,8-3,3 MQ (Bakels ir Kernell, 1993).
Peles MN j¢éjimo varza 2,4 MQ (Meehan et al., 2010).

Elektrotoning ilgio konstanta vézlio MN atveju lygi 550-850 um (Svirskis
et al., 2001), kates MN atveju 260-710 um. Ilgio konstantos vert¢ gali
priklausyti nuo potencialo sklidimo krypties: i§ dendrity j somg (konstanta
mazesné) ir i§ somos ] dendritus (konstanta didesné) (apzvelgta Rekling et al.,

2000).
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2.1.2.3. Reobazé ir slenkstinis membranos potencialas

Reobazé - tai minimali srovés stiprio verté, kurios reikia sukelti bent
viena VP. Sis parametras labai susijes su jéjimo varza, ramybés potencialu ir
veikimo potencialo slenks¢iu. Vézlio MN reobaz¢ kinta nuo 0,4 iki 5,3 nA
(vidutiniSkai 1,8+1,2 nA), IN nuo 0,1 iki 1,4 nA (vidutiniSkai 0,4+0,4 nA).
Taigi MN suzadinami sunkiau nei IN. MN depoliarizuojancios srovés verte,
kurios reikia inicijuoti toninj VP generavimg prastai yra didesné nei reobaze
sukelianti pavienius VP. Srovés reikalingos toniniam MN aktyvumui ir
reobazés santykis yra 1,5 (katés MN) ar 1,4 (ziurkés MN) (Granit et al., 1963a;
apzvelgta Kernell, 2006). MN, kurie jnervuoja skirtingo tipo raumenines
skaidulas, pasizymi skirtinga reobazes verte. Katés MN, kurie jnervuoja greitas
raumenines skaidulas, reobaz¢ siekia net 21 nA, o létas skaidulas valdanciy
MN reobazé 3-5 nA (Heckman ir Binder, 1991; Zengel et al., 1985). Ziurkés
MN, kurie jnervuoja greitas raumenines skaidulas, reobazé 5,7 nA, o létas
skaidulas valdan¢iy MN 1,8 nA (Bakels ir Kernell, 1993). Négés MN reobazé
apie 1-2,7 nA, o IN reobazés verté 0,2-1 nA (Buchanan, 1993).

VP generuojamas tik tuo atveju, jei dél zadinanciy sroviy membranos
potencialo verté¢ pasiekia slenksting vertg. Iki suzadinimo membranos
potencialo verté¢ kinta tiesiSkai pagal Omo désnj. Pasiekus slenkstinj potenciala
Omo désnis nebegalioja ir membranos potencialo kitimas tampa netiesinis.
Slenkstinio membranos potencialo verté apsprendzia neurono suzadinamumo
lygj. Zemas slenkstis salygoja greitesne neurono aktyvacija, maZesne reobaze.
Slenkstis néra pastovus parametras ir gali kisti priklausomai nuo neurono
fiziologinés biisenos (Miles et al., 2005). Slenkstiné potencialo verté pirmajam
VP daZniausiai yra maZesné nei tolesniems VP (Miles et al., 2005).
Atsizvelgiant | tai, kad eksperimentiSkai VP gali buti sukelti somos/dendrity
zonoje arba aksono pradiniame segmente bei aksono gale, slenkstinis
membranos potencialas yra skirtingas skirtingose neurono membranos srityse.
Zemiausias slenkstinis membranos potencialas yra aksono kalnelio ir aksono

pradiniame segmente (MN atveju apie 10 mV teigiamiau ramybés potencialo
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vertés), o didziausias somos srityje (MN atveju apie 25 mV teigiamiau

ramybés potencialo vertés) (Coombs et al., 1957a,b).

2.1.2.4. Neurony veikimo potencialai

MN VP amplitudé prastai siekia 80-90 mV ir tuo pat metu daZzniausiai
vyksta MN membranos poliariSkumo trumpalaikis pasikeitimas — jprastai
neigiamas membranos potencialas tampa teigiamu: 20-30 mV (Hounsgaard et
al., 1988b; apzvelgta Kernell, 2006). Sis procesas trunka 1-2 ms,
Repoliarizacijos fazé¢je membranos potencialas vél jgyja jprasting neigiamg
potencialo verte. Daznai neurony (MN ir IN) repoliarizacijos fazéje vyksta
pédsekiné hiperpoliarizacija (Pav. 2.2.A.B)

MN veikimo potencialy amplitudé (43-96 mV) yra didesné¢ uz IN
amplitud¢ (23-72 mV). VP trukmé, kol amplitudé pasiekia 50 % maksimalios
vertes, yra vienoda tiek MN, tiek ir IN (vidutiniskai 0,6 ms) (McDonagh et al.,
1998). PanaSius rezultatus apraso ir kiti tyréjai: vézlio nugaros smegeny MN
VP amplitude (95-105 mV) (Hounsgaard et al., 1988b) yra didesn¢ uz IN (nuo
63+13 iki 6511 mV) (Hounsgaard ir Kjaerulff, 1992). Beje, MN esant
nuolatinei stimuliacijai sugeneruoja 3-4 kartus maziau VP nei IN (Gorman et
al., 2005).
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Pav. 2.2. Vézlio nugaros smegeny neurony veikimo potencialai ir perdavimo
funkcijos in vitro gauti taikant vidulgstelinj mikroelektrodinj potencialy
registravimo metodg. (A) motoneurony ir (B) interneurony veikimo potencialai
esant toniniam veikimo potencialy generavimui; motoneurony (C) ir
interneurony (D) perdavimo funkcijos (daznio-srovés priklausomybés kreives);
MN;; - motoneuronai, kurie turi zemg slenkstinj membranos potencialg; MNy; -
motoneuronai, kurie turi aukStg slenkstinj membranos potencialg; IN, -
interneuronai, kurie spontaniskai negeneruoja veikimo potencialy; (C) ir (D)
abscisiy aSyse nurodyta srové (nA), ordinaiy aSyse - veikimo potencialy
daznis (Hz) (adaptuota i§ McDonagh et al., 1999).

2.1.2.5. Neurony pédsekiniai potencialai ir refrakteriSkumas

VP repoliarizacijos fazéje vyksta membranos potencialo grizimas i
ramybés bisena. Sis procesas pasizymi skirtingais membranos potencialo
poky¢iais - stebimi pédsekiniai potencialai (apzvelgta Kernell, 2006). Jie gali
biiti depoliarizuojantys arba hiperpoliarizauojantys. MN somatodendritinis
veikimo potencialas pasizymi pédsekine depoliarizacija (apzvelgta Kernell,

2006; Granit et al., 1963b), kuri vézlio MN atveju gali trukti 5-10 ms, o
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amplitudé siekia apie 10 mV (apzvelgta Kernell, 2006). Pédsekine
depoliarizacija salygoja Ca®* sroveés, kurios teka pro Zemo slenkstinio
potencialo T tipo Ca®" kanalus (Umemiya ir Berger, 1994) bei talpuminés
membraninés srovés, kurios jtakoja Siy potencialy forma ir laiko konstanta
(Barrett ir Crill, 1980). Pédsekiné depoliarizacija biidinga dendritiniam tinklui
(Larkum et al., 1996). Po pédsekinés depoliarizacijos (ji ne visada matoma),
prasideda Kitas procesas - pédsekiné hiperpoliarizacija (Eccles, 1957). Jos metu
membranos potencialas trumpam tampa negiamesnis uZ ramybés potencialo
vert¢ (Pav. 2.3). Pédsekiné hiperpoliarizacija MN gali biiti skirstoma ] greitg ir
leta pagal proceso trukme (Gorman et al., 2005) (Pav. 2.3). Si neurony savybé
salygojama membranos potencialo ir K* kanaly laidumo (Hounsgaard et al.,
1988b). IN atveju pédsekiné hiperpoliarizacija neissiskiria | dvi fazes (Gorman
et al., 2005). Pédsekiniai potencialai MN stebimi tik somatodendritinese
srityse, jy neregistruojama pradiniame aksono segmente ar aksoniniuose VP

(Coombs et al., 1955).
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Pav. 2.3. Vézlio nugaros smegeny motoneurono veikimo potencialas ir
pédsekineé hiperpoliarizacija. Rodyklés rodo greita ir léta pedsekinés
hiperpoliarizacijos fazes; abscisiy aSyje nurodytas laikas (ms), ordinaciy asyje -
membranos potencialas (mV) (adaptuota i§ Hounsgaard et al., 1988b).

Vertinant vézlio nugaros smegeny neurony pédsekinés hiperpoliarizacijos

trukme nustatyta, kad IN pédsekinés hiperpoliarizacijos trukme yra artima MN,
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kurie jnervuoja greitas raumenines skaidulas, o MN, kurie valdo létas
raumenines skaidulas, pédsekinés hiperpoliarizacijos trukmé yra ilgesné
(McDonagh et al., 1998).Vézlio MN pedsekinés hiperpoliarizacijos trukmeé
kinta nuo 72 iki 356 ms (vidutiniSkai 195+66 ms), o IN nuo 123 iki 273 ms
(vidutiniSkai 185+45 ms) (McDonagh et al., 1998). Greitoji fazé trunka apie 5-
8 ms, o MN membrana hiperpoliarizuojama apie 10 mV Zzemiau ramybeés
potencialo. Létoji pédsekinés hiperpoliarizacijos fazé gali trukti daugiau nei
500 ms (Hounsgaard et al., 1988b). Pédsekinés hiperpoliarizacijos amplitude
katés MN yra 2,8-4,9 mV (Zengel et al., 1985), ziurkés MN 2,1-3,7 mV
(apzvelgta Kernell, 2006), vézlio MN 1,5 mV (Perrier ir Delgado-Lezama,
2005). Katés MN pédsekinés hiperpoliarizacijos trukmé 50-200 ms (Eccles,
1957; apzvelgta Kernell, 2006), pelés MN - 55 ms (Meehan et al., 2010),
ziurkés MN - 59 ms (Bakels ir Kernell, 1993), zmogaus MN - 148 ms (Oda et
al., 2007)

Reziumuojant morfologinius bei elektrofiziologinius neurony parametrus
(1¢jimo varza, reobazeés dydis, perdavimo funkcijos vert¢) vézlio nugaros
smegeny neuronai yra labai panasis | kity gyviiny nugaros smegeny neuronus:
négés (Buchanan, 1993) ar katés (Heckman ir Binder, 1991; Burke et al., 1994;
Hultborn ir Pierrot-Deseilligny, 1979).

2.1.2.6. Motoneurony veikimo potencialy daznio adaptacija

MN transformuoja sinapsines sroves (sinapsinius jé¢jimus) j tam tikro
daZnio ir tipo VP sekas, kurios ir nulemia gyviiny judesiy (lokomocijy ir
refleksy) jvairove, jy valdyma ir kontrole. Kiekvienas MN sukeltas VP
salygoja raumeninés skaidulos, kurig tas MN inervuoja, susitraukimg. Taigi
MN VP daznis, jo kitimas ir reguliacija yra labai svarbiis veiksniai judéjimo
valdymui (apzvelgta Kernell, 2006).

EksperimentiSkai MN savybés tiriamos per registravimo elektroda
ileidziant srovés impulsus. Kai MN stimuliuojamas pastovios amplitudés vir$

slenkstiniu srovés impulsu, generuojamos VP sekos daznis néra pastovus.
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Srovés stimulo pradzioje VP daznis buina didziausias, o po to sparciai maz¢ja
iki stacionarios vertés (Kernell, 1965). Vyksta VP daznio adaptacija (Pav. 2.4).
Manoma, kad Sis MN suZadinamumo lygio kitimas MN stimuliavimo metu yra
labai svarbus raumeny susitraukimo jégai, jos dinamikai, raumeny valdymui
atlickant jvairius kiino judesius ir vienas i§ energijos taupymo biidy (Binder et
al., 2010). Veikimo potencialy adaptacija, priklausomai nuo neurony tipo,
skirstoma j 2 arba 3 fazes: 1) pradiné; 2) ankstyvoji (papildoma faz¢); 3)
vélyvoji (Sawczuk et al., 1995, 1997; apzvelgta Kernell, 2006). Kartais
stebima ir modifikuota pradinés adaptacijos forma — pavéluota pradiné
adaptacija, kuomet VP daZnis pasiekia maksimalig vert¢ ne pirmame VP
intervale, o tik po keliy VP. Sis efektas néra daznas. Vézlio nugaros smegenyse
Sis reiSkinys budingas tik kai kuriems IN (Gorman et al., 2005), katés kai
kuriuose neuronuose (Gustafsson et al., 1978; Baldissera et al., 1983; Hultborn
et al., 1984). Pradin¢je adaptacijos fazé¢je stebimas staigus MN VP daznio
maz¢jimas (Granit et al., 1963a; Kernell, 1965). Vélyvosios adaptacijos fazeje
MN VP daznio verté pakinta nezymiai (Granit et al., 1963a; Kernell, 1965;
Kernell ir Monster, 1982; Sawczuk et al., 1995). Manoma, kad skirtingos
adaptacijos fazes turi skirtingg funkcine prasme, jas saglygojantys mechanizmai
yra skirtingi (Kernell, 1999).

Pradin¢ adaptacijos fazé budinga pirmiesiems keliems arba tik pirmam
VP intervalui. Vélyvoji adaptacijos fazé¢ pasireiSkia esant ilgalaikei
stimuliacijai ir trunka nuo keliy sekundziy iki keliy minuéiy (Kernell, 1965;
Kernell ir Monster, 1982). Pradiné adaptacijos fazéje VP daznio kitimas
geriausial apraSomas tiesés lygtimi. Ankstyvoji ir vélyvoji adaptacijos fazes
geriausiai matematiSkai apraSomos viena arba dviem eksponentés lygtimis
(Pav. 2.4). Eksponentinio VP daZnio maz¢jimo laiko konstantos viduting verte
ankstyvajai adaptacijos fazei buvo nustatyta 0,2 s, o vélyvajai adaptacijos fazei
- 22,6 s kates MN (apzvelgta Kernell, 2006). Ziurkiy CNS MN atvejy
ankstyvosios adaptacijos fazés laiko konstanta 0,24 s, o vélyvosios 23 s
(Sawczuk et al., 1995). Vézlio nugaros smegeny neurony tyrimai parode, kad

MN ankstyvosios adaptacijos fazes laiko konstanta kaip ir IN atveju lygi 0,1-
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0,2 s, o vélyvosios fazés laiko konstanta skirtinga: MN pasizyminéiy aukstu
slenkstiniu potencialu vélyvosios adaptacijos laiko konstanta apie 23+21 s,
zemo slenkstinio potencialo MN apie 18+15 s, o IN, kurie nepasizymi
spontaniniu aktyvumu laiko konstanta 21+18 s, spontaninio aktyvumo IN apie

1549 s (Gorman et al., 2005).
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Pav. 2.4. Neurony veikimo potencialy daznio adaptacija. Adaptacijos fazés:
pradine, ankstyvoji ir vélyvoji; abscisiy asyse nurodytas laikas (s), ordinaciy
aSyse - veikimo potencialy daznis (Hz) (adaptuota i§ Sawczuk et al., 1997).

Taigi, adaptacija yra gradualus neurono atsaky mazéjimas esant pastoviai
lastelés stimuliacijai (Brodwick ir Junge, 1972; Holloway ir Poppele, 1984;
Jones ir Thompson, 2001; Parker et al., 1996; Sanchez-Vives et al., 2000) (Pav.
2.6.A.B.D). Pagrindinis neurony adaptacijos mechanizmas yra pédsekiné
hiperpoliarizacija (Granit et al., 1963a; Kernell, 1965). Taip pat adaptacijg
salygoja M srové (membranos potencialo valdoma, létai aktyvuojama K*
srove) ir Ca** salygojamos K* srovés piramidiniuose neuronuose (Madison ir
Nicoll, 1984). Taciau tai budinga ne visiems neuronams. Pédsekine
hiperpoliarizacija nejtakoja adaptacijos peliy nugaros smegeny MN (Zeng et

al., 2005). Adaptacija $iuo atveju salygoja greitos kinetikos Na® kanaly
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inaktyvacija. Tarakono mechanoreceptoriaus atveju (French, 1989), greitoji
pradiné adaptacijos fazé yra salygota létos potencialy valdomy Na® kanaly
inaktyvacijos, o vélyvoji fazé — Na™-K" siurblio veiklos rezultatas (Powers et
al., 1999).

Reziumuojant VP daznio adaptacijos mechanizmus galima teigti, kad
stuburiniuose gyviinuose VP seky generavima MN salygoja Na*, K*, Ca** bei
kompleksiniai Na*-K* laidumai, kuriu priskai¢iuojama apie 20 (Hornby et al.,
2002c; Li et al., 2004). Pradiné adaptacijos fazé¢ siejama su: 1) membranos
joniniy laidumy poky¢iais, kurie sglygoja pédsekine hiperpoliarizacijg (Barrett
et al., 1980; Kernell ir Sjoholm, 1973), 2) greita Na* kanaly inaktyvacija, kuri
salygoja slenkstinio potencialo didéjima (Schwindt ir Crill, 1982), 3) didesné
Na" kanaly inaktyvacija somoje ir pradiniame aksono segmente, kuri salygoja

VP formos parametry pokycius (Powers et al., 1999).
2.1.2.7. Srovés — daznio transformacija motoneuronuose

EksperimentiSkai buvo jrodyta, kad MN gali keisti VP generavimo buda
i§ toninio ] fazinj kintant MN membranos potencialo vertei ir VP amplitudei,
kai | MN jterpiamas mikroelektrodas ir atsiranda MN pazaida (Kernell, 1965,
2006). Taigi MN aktyvumas generuojant VP gali biti jtakojamas ir jo
fiziologinés buklés. Kodél MN, kuriems sukeliama pazaida (mikroelektrodo
jvedimas ] lastele), 1§ toninio aktyvumo pereina ] fazinj kol kas néra pilnai
aiSku. Kodél tokios didelés lastelés kaip MN yra tokie jautriis tokio tipo
pazaidoms tai pat néra dar pilnai iStirta ir kartu domina tyrinétojus (apZvelgta
Kernell, 2006).

EksperimentiSskai MN stimuliuojant pastovios amplitudés vir§ slenkstiniu
sroves stimulu sukeliamas toninis MN VP generavimas. Didinant tokio stimulo
amplitud¢ didéja ir VP daznis. Tai vyksta tol, kol pasiekiama tokia stimulo
sroves verté, kai VP daZznis nebedid¢ja, o pradeda mazéti ir galiausiai VP

generavimas nutriksta (Granit et al., 1963a; Kernell, 1965).
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2.1.2.8. Nugaros smegeny neurony perdavimo funkcija

Motoneurony (MN) perdavimo funkcija parodo, kaip sinapsinis jéjimas
yra konvertuojamas j motoneurono i$¢jimo signalg - tam tikro daznio VP sekas
ir S$iy motoneurony valdomy raumeny susitraukimus. Eksperimentiskai
neurony (MN ir IN) perdavimo funkcijos verté nustatoma tiriant neurony
veikimo potencialy daznio priklausomybe nuo jleidZziamos j lastele srovés
dydzio. Tai atlickama taikant vidulgsteling potencialy registracijg ir
stimuliuojant MN trikampiais arba staciakampiais srovés stimulais (Bennett et
al., 2001b; Button et al., 2006; Harvey et al., 2006c; Lee ir Heckman, 1998,
2000; Granit et al., 1963a). Gauta daznio-srovés priklausomybé matematiskai
apraSoma viena ar keliomis tiesés lygtimis, o Siy tiesiy statumo koeficientas
laitkomas perdavimo funkcijos dydziu. Kuo ties¢ statesn¢, tuo perdavimo
funkcijos verté didesné. Neurono perdavimo funkcijos vert¢ rodo MN

aktyvumo dinamika (apzvelgta Kernell, 2006).
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Pav. 2.5. Motoneurono (katés) perdavimo funkcija. Cia: P-T — pirma
perdavimo funkcijos fazé, T-S — antra fazé, T — perdavimo funkcijos luzio
taSkas; abscisiy aSyje nurodyta srové (nA), ordinaciy aSyje - veikimo
potencialy daznis (Hz) (adaptuota i$ Kernell, 2006).
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Pirmg kartg MN perdavimo funkcija buvo tirta ziurkés nugaros smegeny
MN (Granit et al., 1963a; Kernell, 1965). MN perdavimo funkcija ne visame
stimulo sroviy intervale yra tiesiné ir tod¢l skirstoma j kelias fazes panaSiai
kaip ir VP daznio adaptacija (Pav. 2.5). Srovés-daznio priklausomybé daznai
vaizduojama kaip sigmoid¢ (Pav. 2.6.C). Sigmoidé daznai skirstoma | 2
tiesines ir vieng netiesing dalis, kurios skiriasi savo statumais ir mechanizmais.

Daznio ir srovés priklausomybé (f-I) mazy sroviy (artimy reobazei)
diapazone, kuomet dar néra pilnai jvykusi Na® kanaly inaktyvacija,
matematiSkai apraSoma tiesés lygtimi su tam tikru statumo koeficientu. Tai
pirmoji perdavimo funkcijos fazé. Stimulo srovei didéjant ir MN VP dazZniui
pasiekus apie 10-40 Hz jvyksta lazis - f-I priklausomybés statumas staiga
pakinta (Pav. 2.5). Nuo $io lizio tasko f-I priklausomybé apraSoma kita tiesés
lygtimi su nauju statumo koeficientu - antroji fazé. Il fazés f-1 kreivés statumas
btina didesnis nei I fazés kreivés. Antroji tiesiné aproksimacija galioja MN
dazniy diapazone nuo 20 iki 100 Hz (katés MN). Toliau didinant stimulo srovg,
VP daznis jsisotina (III faze).
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Pav. 2.6. Motoneurono (vézlio) veikimo potencialy daznio adaptacija ir
perdavimo funkcija. Motoneurono VP esant trumpiems (A) ir ilgesniems (B)
elektriniams stimulams; (C) motoneurony perdavimo funkcijos (skai¢iuojant
pirmam (1) (pirmas ir antras VP), antram (2) (antras ir treias VP) ir treCiam
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(3) (trecias ir ketvirtas VP) laiko intervalui tarp VP); (D) veikimo potencialy
daznio adaptacija, esant skirtingo dydzio srovés stimulams; (A) ir (B) abscisiy
aSyse nurodytas laikas atitinkamai (ms) ir (s), ordinaciy asyse - membranos
potencialas (mV); (C) abscisiy aSyje nurodyta srové (nA), ordinaciy asyje -
veikimo potencialy daznis (Hz); (D) abscisiy aSyje nurodytas laikas (s),
ordinaciy aSyje veikimo potencialy daznis (Hz) (adaptuota i§ Hounsgaard et al.,
1988D).

MN daznio-srovés priklausomybé (perdavimo funkcija) néra pastovus
parametras ir gali biiti modifikuojamas jvairiy fiziologiniy procesy. Perdavimo
funkcijos verte stipriai jtakoja jau minéta veikimo potencialy adaptacija. Siuo
atveju perdavimo funkcijos pavidalg galima suskirstyti j tris tipus. Pradiné ir
ankstyvoji perdavimo funkcijos, kurias labiausiai sglygoja pradiné adaptacija.
Stacionari perdavimo funkcija, kuri vertinama, kai vyksta velyvoji adaptacijos
faz¢. Pradinés MN perdavimo funkcijos verté (pirmieji VP) stimuliuojant
neurong depoliarizuojanciomis srovémis prastai yra didesné nei stacionari jos
vert¢ (VP daznis pastovus). Pradiné, ankstyvoji ir stacionari MN perdavimo
funkcijos yra skirtingos atsizvelgiant j galimag jy modifikavimg ir funkcine
paskirtj (apzvelgta Kernell, 2006).

Katés nugaros smegeny MN negali ilgai toniSkai generuoti VP antrosios
perdavimo funkcijos fazés metu. Kodé¢l taip nutinka dar néra visiskai aisku.
Svarbus klausimas yra kodél MN perdavimo funkcija pradzioje biina tiesing, o
véliau, prie didesniu srovés verdiy tampa netiesine (uZsiriedia). Sis efektas
budingas tik tiems MN, kurie gali generuoti didelio daznio VP (Kernell,
1965).

Esant dideléms stimulo srovéms MN VP daZnis nebedid¢ja, o véliau
pradeda mazéti, o galiausiai visiskai nuslopsta VP generavimas. Sis procesas
yra griztamas: sumazgjus stimuliacijos intensyvumui, MN vél pradeda
generuoti VP toniskai (Granit et al., 1963a; apzvelgta Kernell, 2006).

Pradine MN perdavimo funkcijos vert¢ ziurkés MN atitinkamai
pirminéje fazéje 31 Hz/nA, o antrojoje fazéje - 77 Hz/nA (Moore ir Appenteng,
1990).
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Stacionarios perdavimo funkcijos vertés dazniausiai turi tik pirma tiesing
f-1 kreivés fazg jvairiuose neuronuose: katés MN 1,1-4,5 Hz/nA (Jodkowski et
al., 1988), IN atveju 15 Hz/nA (Hultborn ir Pierrot-Deseilligny, 1979), ziurkés
MN 11 Hz/nA (Moore ir Appenteng, 1990), négés MN 4,0+1,9 Hz/nA, IN
atveju 1712 Hz/nA ir 38425 Hz/nA (Buchanan, 1993), vézlio MN: 1749,0
Hz/nA (auksto slenkstinio potencialo MN) ir 1945,0 Hz/nA (Zemo slenkstinio
potencialo), IN atveju 128+26 Hz/nA (McDonagh et al., 1999), pelés MN 13
Hz/nA (Meehan et al., 2010).

2.1.2.9. Perdavimo funkcijos modifikavimo mechanizmai

Perdavimo funkcijos I fazé. Zinoma, kad pédsekiné MN membranos
hiperpoliarizacija saglygoja MN perdavimo funkcijos verte (Vervaeke et al.,
2006; Vogalis et al., 2003) ir nulemia VP daznio adaptacijg (Powers et al.,
1999; Sawczuk et al., 1995, 1997). Ca*" patekimas j lastele VP metu sukelia
léta pédsekine hiperpoliarizacija, kuri sglygoja adaptacija ir perdavimo
funkcijos vert¢ (Hounsgaard ir Mintz, 1988; Powers et al., 1999; apzvelgta
Rekling et al., 2000).

MN generuojant VP minimaliu dazniu, laiko intervalai tarp VP yra artimi
pédsekinés hiperpoliarizacijos trukmei. Tai rodo, kad MN aktyvumas priklauso
nuo membranos refrakterinio periodo laiko konstantos, kurig salygoja
pédsekiné hiperpoliarizacija. Pédsekiné hiperpoliarizacija mazina MN
perdavimo funkcijos vertg. Perdavimo funkcijos verté teoriskai gali didéti, jei
pédsekinés hiperpoliarizacijos amplitudé mazéja, jos trukmé trumpéja, zemeja
slenkstinis membranos potencialas (neigiaméja) ar K* pusiausvyrinis
potencialas tampa neigiamesnis. Tai buvo patvirtinta ir eksperimentiskai
(Hornby et al., 2002a; Hounsgaard et al., 1988a; Hounsgaard ir Kiehn, 1989;
Hultborn et al., 2004). Padid¢jes membranos laidumas dél peédsekinés
hiperpoliarizacijos gali jtakoti ir pradine veikimo potencialy adaptacijos faze,
kuri mazina MN peravimo funkcijos verte. Zinoma, kad pédsekinés

hiperpoliarizacijos vert¢ po pirmo VP yra maZesné nei po antrojo VP. Sis
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reiskinys susidaro dél nepilnos K* sroviy laidumo aktyvavimo pirmojo VP
metu, todél antrojo VP metu pédsekinés hiperpoliarizacijos joniné srové
aktyvuojama daug stipriau ir yra didesné (vyksta pédsekinés hiperpoliarizacijos
sumavimasis). Pédsekinés hiperpoliarizacijos savybé sumuotis sulig kiekvienu
nauju VP gali paaiskinti adaptacijos procesus, o adaptacija jtakoja perdavimo
funkcijos I ir II fazése (apzvelgta Kernell, 2006). Pédsekine hiperpoliarizacija
labiausiai jtakoja pirmyjy VP daZnio adaptacija. Taigi, pédsekiné
hiperpoliarizacija yra svarbus veiksnys salygojantis MN minimalig toninio VP
generavimo daznio verte bei perdavimo funkcijos I fazés vertg.

Perdavimo funkcijos II fazé. Vis dar diskutuojama, koks mechanizmas
salygoja perdavimo funkcijos staigy 1i7j pereinant i$ I j II faze did¢jant stimulo
srovei. Ca?" srovés, kurios salygoja pavelinta neurono membranos
depoliarizacijg, gali prisidéti prie perdavimo funkcijos staigaus luZio
susidarymo. Zinoma, ir kiti mechanizmai gali turéti jtakos minétiems
procesams. MN generuojat VP didesniais dazniais (II perdavimo funkcijos
fazé) padidéja nuolatiniy jtekanciy joniniy sroviy (PIC) jtaka perdavimo
funkcijos  vertei. Sios PIC  kompensuoja iStekan¢ias  pédsekinés
hiperpoliarizacijos K* sroves, kurios dalyvauja membranos potencialo
repoliarizacijoje. Mazesnio daznio VP generavimo atveju (I perdavimo
funkcijos faze) atsiranda membranos potencialo osciliacijos (bistabilumai).Tai
salygoja mazesng PIC aktyvacija (apzvelgta Kernell, 2006).

Taigi didesné MN perdavimo funkcijos verte (f-1 kreivés statumas) antros
perdavimo funkcijos fazés metu gali jvykti dél PIC, kurios veikia kaip
sinapsiniy signaly stiprintuvas. Sj procesa salygoja léta jtampos valdomy
joniniy kanaly inaktyvacija (Hultborn et al., 2004; Li et al., 2004). Membranos
potencialo depoliarizacija jjungia PIC MN dendritiniame medyje, o Sis
procesas sustiprinamas aktyvuojant metabotropinius membranos receptorius.
Sinapsinis MN aktyvavimas (dendritinése sinapsése) gali salygoti greitesni MN
perdavimo funkcijos f-I kreivés statumo kitimg antros fazés metu nei pirmojoje
fazéje (Granit et al., 1966). Vis dél to, nepaisant PIC jtakos MN perdavimo

funkcijos vertei, kiti tyréjai teigia, kad vien tik Siy joniniy sroviy nepakanka
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paaiskinti perdavimo funkcijos padidéjimag antrojoje fazéje. Teigiama, kad
perdavimo funkcijos kreivés lizis pereinant i§ pirmos fazés | antrg fazg yra
labiau salygotas VP daZnio nei membranos potencialo vertés (apzvelgta
Kernell, 2006). PIC stokoja greitos kinetikos, kurios reikia greitam f-1 laziui
atsirasti. Vis dar mazai zinoma apie tai, kaip toli nugaros smegeny MN VP
iSplinta | dendriting sritj (Larkum et al., 1996). Pagrindinis skirtumas tarp
toniSkai ir faziSkai VP generuojan¢iy MN antrojoje perdavimo funkcijos fazeje
gali biti ir skirtingas VP sklidimas j dendritinj tinkla. Siuo atveju VP sklidima
jtakoja pasyviosios dendrity membranos elektrinés savybés. Signaly perdavimo
procesai dendrituose gali buti stiprinami Zadinanc¢iy sinapsiniy j€¢jimy MN

déka (apzvelgta Kernell, 2006).
2.2. Joninés srovés motoneurony membranoje

MN VP seky generavimas, kuris suformuoja ir kontroliuoja gyviiny
judéjima priklauso nuo sinapsiniy MN jéjimy (Berg et al., 2008; Granit et al.,
1963b; apzvelgta Kernell, 2006) ir specifiniy elektrofiziologiniy MN savybiy
(Harvey et al., 2006c; Hounsgaard ir Mintz, 1988). Joniniai laidumai
aktyvuojami arti slenkstinio membranos potencialo vertés yra labai svarbis
MN sinapsiniy potencialy integracijai. Dinaminis neurony, o ypa¢ MN,
suzadinamumo reguliavimas labiausiai jtakojamas membranos potencialo
valdomy joniniy kanaly ir sroviy (apzvelgta Rekling et al., 2000).

Neurony membranoje dominuoja potencialo ir ligandy valdomi Na*, K,
Ca’* bei CI kanalai, lokalizuoti neurony dendrituose, aksony ne mielinizuotoje
dalyje, aksono kalnelyje ir somoje (apzvelgta Harris-Warrick, 2002; Kernell,
2006; apzvelgta Rekling et al., 2000).
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2.2.1. Na' srovés

Na" kanaly atsidarymas sukelia jtekancia jonine srove, kuri
depoliarizuoja neurono membrang iki slenkstinio potencialo ir sglygoja VP
generavima. Zinomi 9 potencialo valdomy Na* kanaly tipai. Visi neuronai turi
greitos inaktyvacijos Na" kanalus (aktyvacijos/inaktyvacijos laiko konstanta ~
1 ms) (apzvelgta Rekling et al., 2000). Na* kanalams biidinga dviejy varty
sistema. Kanalo pirmieji vartai atsidaro greitai, membranos potencialo vertei
pasiekus slenkstini potenciala. Sie vartai uZzsidaro tik pasibaigus membranos
depoliarizacijai, kai membranos potencialas grjzta ;| ramybés biiseng. Antrieji
vartai — tai inaktyvacijos mechanizmas. Ramybés biisenoje Sie vartai yra atviri,
0 vykstant greitai membranos depoliarizacijai VP generavimo metu po 1 ms
nuo VP pradzios uzsidaro — inaktyvuojasi. Inaktyvacija baigiasi tik, Kkai
membranos potencialas grizta | ramybés biiseng. Tai salygoja trumpa VP
trukme (apzvelgta Kernell, 2006).

Somoje lokalizuoty katés nugaros smegeny MN Na* kanaly aktyvacijos ir
inaktyvacijos laiko konstanta 0,1-1,3 ms (vidutiniskai 1 ms) (Barrett et al.,
1980), ziurkés MN laiko konstanta 1-4 ms, aktyvacijos potencialas nuo -60 iki
-20 mV, o atsistatymo po inaktyvacijos laiko konstanta apie 154 ms (Safronov
ir Vogel, 1995).

Kita Na" kanaly grupé yra ne inaktyvuojami Na® kanalai. Jie atsidaro
membranos potencialui esant iki slenkstiniame lygyje ir gali pagreitinti bei
sustiprinti membranos depoliarizacijg iki slenkstiniy verciy (apzvelgta Rekling
et al., 2000). Taigi, MN greitos kinetikos ir greitos inaktyvacijos Na" srovés
(Inat) ir kanalai atsakingi uz MN VP kilimo faz¢, o ne inaktyvuojama
(nuolating) Na® srové (Inwp) prisideda prie toninio VP generavimo MN
(apzvelgta Kernell, 2006).

Sudétinga visapusiskai eksperimentiskai iStirti Iy,p itakg MN aktyvumui ir
VP generavimui. Zinomiausias Na* kanaly blokatorius — TTX — blokuodamas
Na® kanalus eliminuoja ne tik Iy bet ir VP. Riluzolis, teigiama, yra Iy,

blokatorius (Urbani ir Belluzzi, 2000). Riluzolis slopina Iy priklausomai nuo
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jo koncentracijos (Urbani ir Belluzzi, 2000). Taciau jis tai pat slopina Iyt bei
su uzvélinimu aktyvuojamus (DR) K™ kanalus (Ahn et al., 2005). Riluzolis tai
pat sustiprina pedsekinés hiperpoliarizacijos joning srove (Ianp), kuri gali biiti
jtakojama nuo Ca®* priklausomy mazo laidumo SK tipo K* kanaly (Cao et al.,
2002) ir slopina Zadinancio tipo sinapsiniy signaly perdavimg MN (Doble,
1996; Jehle et al., 2000).

2.2.2. K'sroveés

K" kanaly veikla salygoja iki slenkstinius neurono membranos elektrinius
procesus, jtakoja VP formg, VP generavimo ypatumus MN, jie svarbis
modulivojant MN suzadinamumg ir aktyvuma. K* aktyvacija salygoja MN
membranos hiperpoliarizacijg ir palaiko membranos ramybés potencialo vertg
suformuodama joniniy sroviy pusiausvyrg tarp iStekancios i§ neurono K*
srovés ir jtekan¢ios Na* srovés bei jvairiy nuotékio sroviy (dazniausiai CI)
(apzvelgta Rekling et al., 2000). K* kanaly neurono membranoje yra jvairiy
tipy (apzvelgta Hille B., 2001). Pagrindinis K* kanaly blokatorius - TEA. Vieni
K jony kanalai yra valdomi tiesiogiai membranos potencialo (Ky), 0 Kiti
valdomi Ca?* arba Na*. Dar vieni K* kanalai aktyvuojami cikliniy nukleotidy,
kurie kei¢ia tokiy kanaly dinamikg ir sroviy amplitude. Kai kuriems K"
kanalams tai pat biidinga inaktyvacija. K kanaly jvairové siejama su neurony
elektrinty  savybiy  jvairovés  uZtikrinimu.  Stimuliuojant  neuronus
depoliarizuojanciais srovés stimulais, membranos potencialo verté priklauso
nuo susidariusiy joniniy sroviy sgveikos. Silpnos depoliarizacijos atveju,
pirmiausia aktyvuojami potencialo valdomi K* kanalai (K\r), kurie létina
depoliarizacija dél istekan¢ios K srovés. Sie kanalai atsakingi uz membranos
ramybés potencialo stabilizavimg ir palaikyma. Jei depoliarizacija didesné ir
aktyvuojami jtampos valdomi Na* jony kanalai, generuojamas VP. Membranos
potencialui pasiekus teigiamg verte, aktyvuojami létos kinetikos Kpr kanalai,
kurie repoliarizuoja membranos potencialg ir salygoja greitaja pédseking

hiperpoliarizacija. Sio tipo kanaly laidumas apie 10 pS, deaktyvacijos laikas
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apie 60 ms (apzvelgta Rekling et al., 2000). VP metu j neurona per Ca** jony
kanalus patenka Ca?*. Ca?* aktyvuoja specifinius K* kanalus: SK (maZo joninio
laidumo) ir BK (didelio joninio laidumo) tipo, kurie salygoja pédseking
hiperpoliarizacija (apzvelgta Rekling et al., 2000; Hille B., 2001). Sie kanalai
nevaldomi membranos potencialo. Kgk kanaly laidumas 80-240 pS,
aktyvacijos laiko konstanta 2-3 ms, inaktyvacijos - 40 ms. Ksk kanaly laidumas
18 pS, kanalas atidarytas biina vidutiniskai 3,5 ms. Kita K* kanaly grupé, tai
Na® valdomi kanalai - Ky, Jie atsakingi uz pédsekine hiperpoliarizacija
(apzvelgta Rekling et al., 2000).

2.2.3. M tipo joniné sroveé

Vienas 1§ MN suZadinamumo lygj jtakojan¢iy mechanizmy yra M tipo
joniné srove. M srovés aktyvacija labiausiai jtakoja ankstyvaja adaptacijos faze
(Aiken et al.,, 1995). M srové - tai membranos potencialo valdoma, létai
aktyvuojama K* srové. Toks pavadinimas $iai srovei buvo suteiktas dél to, kad
ji slopinama aktyvuojant muskarininius acetilcholino receptorius neurony
membranoje (Brown ir Adams, 1980). M srove aktyvuojasi membranos
potencialui esant artimam ramybés potencialui ir ne inaktyvuojasi esant
nuolatiniai membranos depoliarizacijai. Sutariama, kad dauguma M sroviy yra
salygotos KNCQ seimos K kanaly veiklos. Biitent $ie kanalai gali generuoti
jonines sroves, kurios artimiausios M srovei pagal savo charakteristikas:
aktyvuoja membranos depoliarizacija, kinetika ir farmakologija (Wang et al.,
1998; Schroeder et al., 2000).

M srové pirmiausia buvo uzregistruota pelés nugaros smegeny
neuronuose (Nowak ir Macdonald, 1983). M srovés egzistavimas véZzlio
nugaros smegeny motoneuronuose tai pat buvo patvirtintas eksperimentiskai
(Alaburda et al., 2002a). Tyrimai su vézlio nugaros smegeny MN parod¢, kad
M srové veikia specifines vézlio nugaros smegeny MN savybes: didina VP
daznio adaptacija ir mazina MN stacionarios perdavimo funkcijos verte

(Alaburda et al., 2002a). Si srové aktyvuojasi létai ir yra valdoma membranos
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potencialo vertés. M srové pradeda aktyvuotis, kai membranos potencialas
depoliarizuojasi nuo -60 mV ir deaktyvuojama MN membranos potencialui
griztant | ramybés buiseng (neigiaméjant). Deaktyvacijos laiko konstanta apie
80 ms, budinga ir kity stuburiniy neuronams (Brown ir Adams, 1980). M srové
yra blokuojama XE991, kuris blokuoja KCNQ Seimos K jony kanalus (Shapiro
et al., 2000). M srovés amplitudé MN yra maza palyginti su sumine
membranine srove. Reikia pazymeéti, kad muskarinas vézlio motoneuronuose
ne tik slopina M srove (Alaburda et al., 2002a), bet ir aktyvuoja nuolatines
jtekan¢ias sroves MN salygotas L tipo Ca®" kanaly (Delgado-Lezama et al.,
1997; Svirskis ir Hounsgaard, 1998). Taigi muskarinas padidina MN
suzadinamumo lygj veikdamas per skirtingus joninius laidumus. M srove
jsijungia esant iki slenkstiniam membranos potencialui, tai jgalina M srove
reguliuvoti MN suzadinamumg. Normaliomis fiziologinémis salygomis M
sroveé sumazina MN suzadinamumg ir taip gali apsaugoti organizmag nuo
nevalingy atsitiktiniy raumeny susitraukimy ir jy salygoty judesiy, kurie
atsiranda sergant tam tikromis ligomis (epilepsija) (Dedek et al., 2001).
Parodyta, kad M srové vézlio MN didina MN VP daznio adaptacijg esant
toniniam VP generavimui dél 1étos kinetikos ir sumazina MN stacionarios

perdavimo funkcijos vertg apie 18 % (Alaburda et al., 2002a).

2.2.4. Ca’ sroves

Jtampos valdomy Ca®" kanaly neuronuose rasta 6 tipy (L, N, P, Q, R, T).
Kanalai skirstomi j 2 grupes pagal aktyvavimo potencialo verte. Pirma grupé
yra zemo slenkstinio aktyvacijos potencialo (LVA) kanalai. Siai grupei
priskiriami T tipo kanalai. Kita grupé¢ yra aukSto slenkstinio aktyvacijos
potencialo (HVA) kanalai, kuriems priskiriami L, N, P, Q, R tipai. Minétos
grupés dar papildomai skirstomas | 3 pogrupius. Pirmam pogrupiui priskiriami
4 tipy L tipo Ca®" kanalai: Cay; 1, Cayyo, Cayrs, Cayig (apzvelgta Rekling et al.,
2000). Minéti kanalai lokalizuoti neurony dendrituose. Antras pogrupis — tai P,

Q, N, R kanalai. N tipo Ca** kanalai randami sinapsése, P ir Q — dendrituose. T
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tipo Ca* kanalai randami dendrituose ir somoje ir salygoja fazinj VP
generavimg MN (apzvelgta Rekling et al., 2000; Hille B., 2001). L tipo kanaly
laidumas 28 pS, N tipo - 14 pS, P tipo - 20 pS, T tipo - 7 pS. L ir P tipo
kanalai neturi inaktyvacijos, o T ir N tipo kanalai inaktyvuojasi (laiko
konstantos atitinkamai 20 ir 58 ms (Umemiya ir Berger, 1994).

Skirtingy tipy Ca®* kanalai pasizymi skirtinga kinetika ir aktyvavimo
potencialo dydziu. L tipo kanalai, kurie dominuoja vézlio nugaros smegeny
MN, turi auksta aktyvacijos slenkstj ir ne inaktyvuojami. Sie Ca** kanalai
salygoja neurony bistabilumg (Hounsgaard ir Kiehn, 1985; apzvelgta Rekling
et al., 2000).

Taigi, Ca’* kanaly atsidarymas salygoja kelis skirtingus ir tarpusavyje
konkuruojancius elektrofiziologinius procesus. Pirma, jtekanti Ca®* srove
depoliarizuoja MN membrang ir padidina Ca®" laidumg per membrang. Antra,
kai kuriy Ca*" kanaly atsidarymas jtakoja ir kity kanaly aktyvacija (K" ir Na*
kanalai). Trecia, jeinantys Ca®" 1 lastele gali salygoti jvairius vidulgstelinius
procesus: fermenty aktyvumo reguliacija, sinapsinj plastiSkuma, membranos
elektriniy savybiy moduliacija (apzvelgta Kernell, 2006; Rekling et al., 2000).
HVA grupés Ca®* kanalai salygoja pédsekine depoliarizacija ir
hiperpoliarizacijg bei plato potencialus. LVA grupés Ca®" kanalai salygoja VP
repoliarizacija ir pédsekine depoliarizacija (apzvelgta Rekling et al., 2000). L
tipo Ca®* jony kanalai salygoja netiesing sinapsiniy MN jé&jimo signaly
konversijg 1 MN i8¢jimo signalus. Taip Sie kanalai prisideda prie informacijos
apdorojimo ir jos paskirstymo MN. L tipo Ca’* jony kanalai salygoja
trumpalaikj funkcinj plastiskuma MN, kuris gali jtakoti motorinius atsakus. Siy
kanaly salygoti plato potencialai prisideda prie raumeny aktyvavimo ir
valdymo procesy. Metabotroping L tipo Ca® jony kanaly moduliacija prisideda

prie sinapsiniy signaly apdorojimo MN (Perrier et al., 2002).
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2.3. Nuolatinés jtekancios joninés srovés motoneuronuose

Nuolatinés jtekancios joninés sroves (PIC) rastos jvairiuose neurony
tipuose ir pasizymi funkcijy jvairove. Dendritinéje neurony srityje
susidarancios PIC yra stipriausios, ypa¢ nugaros smegeny neuronuose. PIC
veikia kaip sinapsiniy potencialy stiprintuvas (Heckman et al., 2008; Schwindt
ir Crill, 1980a,b). Pirmakart detaliai nuolatiné jtekanti joniné srové MN in vitro
buvo istirta vézlio nugaros smegenyse (Hounsgaard ir Kiehn, 1985). Buvo
iStirtas jos joninis susidarymo mechanizmas. Membranos jtampos fiksavimo
metodas Zinduoliy nugaros smegeny MN in vivo patvirtino PIC sroviy
egzistavimg (Lee ir Heckman, 1999).

[lgalaikés joninés sroves, aktyvuojamos jtampos valdomy joniniy kanaly,
stebimos esant iki slenkstinéms neurony membranos potencialo vertéms. Sios
sroves gali biiti pakankamai stiprios, kad sukelty MN savaimine depoliarizacija
ir toninj VP generavima (apzvelgta Kernell, 2006; Schwindt ir Crill, 1980a,b;
Lee ir Heckman, 2001). Buvo pastebéta, kad esant pastovios amplitudés
stimuliuojan¢ioms 1ki slenkstinéms srovéms toninis VP generavimas MN
nebiidavo inicijuojamas tol, kol nejsijungdavo PIC. Taigi, MN savybés toniSkai
generuoti VP nebuvimas gali biiti sglygotas susilpnéjusiy ar visai nesanciy
PIC. Iki slenkstinés PIC gali buti svarbios sukuriant vietinius gradualius
potencialus, kurie reikalingi membranos potencialg pakelti iki slenkstinio
potencialo lygio pakankamai greitai, siekiant iSvengti greitos Na' kanaly
inaktyvacijos (Heckman et al., 2008).

PIC sukelia dviejy tipy joniniai kanalai ir srovés: L-tipo Ca®* kanalai
(Cayy3) (Delgado-Lezama et al., 1997; Hounsgaard ir Kjaerulff, 1992) ir Na*
kanalai (Li ir Bennett, 2003; Li et al., 2004; Powers ir Binder, 2001), kurie
pasizymi léta inaktyvacija. Ca®* PIC ir Na* PIC budingas skirtingas veikimas.

Ca’* PIC aktyvuojasi létai (laiko konstanta apie 50 ms), bet yra ilgalaike
(Bennett et al., 1998b; Heckman et al., 2008; Lee ir Heckman, 1998; Li ir
Bennett, 2003; Li et al., 2004; Svirskis ir Hounsgaard, 1997). Ca®" PIC tai pat

salygoja MN "apSilimo" efektg, kuomet depoliarizuojanciy stimuly sekos,
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kartojamos tam tikru dazniu, sukelia vis didéjancios amplitudés PIC (Bennett
et al., 1998a; Lee ir Heckman, 1998; Moritz et al., 2007; Svirskis ir
Hounsgaard, 1997; Russo ir Hounsgaard, 1994, 1999). Laikinémis
charakteristikomis $is procesas panasus j sinapsing facilitacijg.

Na" PIC aktyvuojasi greitai, tadiau pasiZymi ir greitesne inaktyvacija
(Harvey et al., 2006¢; Kuo et al., 2006; Lee ir Heckman, 1999; Li ir Bennett,
2003). Na® PIC yra svarbi VP iniciavime esant toniniam VP generavimui
(Harvey et al., 2006¢c; Kuo et al., 2006; Lee ir Heckman, 2001; Theiss et al.,
2007).

MN membranos potencialo valdomos PIC pasizymi autoregeneracinémis
savybémis. Sios srovés sumuojasi su sinapsinémis srovémis ir tokiu bidu gali
stiprinti neurony zadinimg. PIC sroves salygoja plato potencialus ir membranos
potencialo bistabilumg (Hounsgaard ir Kiehn, 1985; Hounsgaard et al., 1988a;
Hounsgaard ir Kjaerulff, 1992; Hultborn et al., 2004).

Yra nemazai tyrimy, kurie rodo, kad PIC salygojantys joniniai kanalai
yra lokalizuoti distalinése dendrity vietose. PIC lengviau aktyvuojamos MN
sinapsiniuose j¢jimuose, dendritiniame medyje nei MN somoje (Bennett et al.,

1998b; Heckman et al., 2008; Lee ir Heckman, 2001).

2.3.1. L tipo Ca** srovés

L tipo Ca®* kanalai priklauso membranos potencialo valdomy kanaly
Seimai. Kanalas sudarytas 1§ 5 subvienety, kurie formuoja porg. Vézlio nugaros
smegeny MN randami du tipai Siy kanaly Cayq, ir Ca, 3 (Alaburda et al.,
2002Db; Perrier et al., 2002; Simon et al., 2003). Buvo manoma, kad L tipo Ca
jony kanalai atsidaro, kai membranos potencialas yra teigiamesnis nei -10 mV.
Taciau Ca,; 3 kanalai atsidaro prie neigiamesniy membranos potencialy (apie -
45 mV), Cay, prie teigiamesniy potencialy (Koschak et al., 2001). L tipo
kanaly aktyvacija yra salyginai léta (apie 7 ms) (Mermelstein et al., 2000). D¢l
Sios priezasties L tipo kanalai labiausiai aktyvuojami esant nuolatinei arba tam

tikro daznio kartotinai membranos depoliarizacijai. Kanaly inaktyvacija tai pat
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létos kinetikos. Sios minétos L tipo Ca®" kanaly savybés salygoja nuolatines
jtekancias jonines sroves (Perrier et al., 2002). Cay;, kanalai vézlio nugaros
smegeny MN lokalizuoti somos ir aksony membranose, o Ca,;3 kanaly
subvienetai randami somoje ir dendrituose. Ca,;3 kanalai lokalizuoti
priessinapsinése MN srityse, o Cay;, ne (Simon et al., 2003). Toks $iy kanaly
pasiskirstymas MN membranoje salygoja, kad Ca,;3; kanalai labiausiai yra
atsakingi uz PIC ir plato potencialus vézlio MN (Alaburda et al., 2002b;
Perrier et al., 2002; Simon et al., 2003).

2.3.2. Nuolatiné Na' srové

Viena i§ iki slenkstiniy sinapsiniy sroviy yra nuolatiné Na* srové (Inap).
Si joniné srové buvo pirma karta aptikta Rana esculenta neurono mielinizuoto
aksono Ranvje sgsmaukose (Dubois ir Bergman, 1975). Iyqp aktyvuojama esant
membranos potencialui apie 10 mV neigiamesniam nei trumpalaiké Na* srové
(InaT) ir yra mazesné (Brown et al., 1994; Magistretti et al., 2006; Urbani ir
Belluzzi, 2000). Nustatyta, kad Iy,p dydis siekia tik apie 1 % Iy, (Crill, 1996;
Urbani ir Belluzzi, 2000). Atsizvelgiant | dideli MN membranos laidumo
pokytj veikiant Insr, absoliutus laidumo pokytis Iy, atveju yra pakankamai
didelis, kad sukelty reikSmingag membranos depoliarizacijg iki slenkstiniame
lygyje, kai bendras membranos laidumas yra nedidelis. Iy, didina MN
suzadinamumo lygj (Kuo et al., 2006; Lee ir Heckman, 2001; Li ir Bennett,
2003), dalyvauja lokomotoriniy atsaky ritmo generavime (Zhong et al., 2007;
Tazerart et al., 2008) ir sustiprina MN sinapsinius jéjimus (Manuel et al.,
2007). Inap yra svarbi sinapsiniy signaly integracijos procesuose. Si joniné
srove gali biiti modifikuojama neuromediatoriais: serotoninu ir norepinefrinu
(Harvey et al., 2006b). Zinoma, kad padidéjes MN suzadinamumo lygmuo dél
Inae poveikio (Kuo et al., 2006; Lee ir Heckman, 2001; Li ir Bennett, 2003)
didina MN perdavimo funkcijg didéjant VP dazniui (Kuo et al., 2006).
Suaugusiy ziurkiy nugaros smegeny MN tyrimuose nebuvo pastebéta

koreliacijos tarp MN f-I kreivés statumo (Dubois ir Bergman, 1975) ir Iy
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dydzio (Harvey et al., 2006c). CA1 piramidiniuose neuronuose Iyzp Sumazina

neurony perdavimo funkcijos vertg (Vervaeke et al., 2006).
2.3.3. Plato potencialai

Nugaros smegeny MN savybé generuoti plato potencialus yra biidinga
jvairiems stuburiniams gyviinams (Kichn ir Eken, 1998): vézlio (Alaburda et
al., 2002b; Perrier et al., 2002; Simon et al., 2003), katés (Bennett et al.,
1998a; Hounsgaard et al., 1988a; Lee ir Heckman, 1998), pelés (Carlin et al.,
2000), varlés (Perrier ir Hounsgaard, 2000) bei zmoniy MN (Collins et al.,
2001). Plato potencialas — tai ilgai (sekundziy eilés) trunkanti membranos
depoliarizacija, stebima i§jungus depoliarizuojantj stimula. Si depoliarizacija
yra palaikoma vidiniy neurono savybiy. Plato potencialo kilmé siejama su
membranos potencialo valdoma nuolatine jtekancia jonine srove (PIC), kuri
aktyvuojama esant membranos potencialo depoliarizacijai (Schwindt ir Crill,
1977) ir palaikoma L tipo Ca** kanaly (Cay, 3) aktyvumo (Hounsgaard ir Mintz,
1988; Perrier ir Hounsgaard, 1999; Alaburda et al., 2002b; Simon et al., 2003).
Taigi plato potencialams susiformuoti reikia nuolatiniy jtekanciy joniniy sroviy
(Svirskis ir Hounsgaard, 1997), kurias sukuria Ca** judédami per L tipo Ca?*
kanalus ir taip padidina MN membranos laidumg (Hounsgaard ir Kiehn,
1989). MN plato potencialai generuojami arti slenkstinés membranos
potencialo vertés (10-30 mV membranos potencialo depoliarizacija) (Svirskis
ir Hounsgaard, 1998). Plato potencialai aktyvuojasi létai ir po tam tikro
uzlaikymo, o MN membranos depoliarizacija sustiprina L tipo Ca® kanaly
aktyvuma (Alaburda et al., 2002b). MN plato potencialai atsakingi uz MN
bistabilumg (Hounsgaard ir Kiehn, 1985; Hounsgaard ir Mintz, 1988). D¢l
létos §iy kanaly kinetikos ir inaktyvacijos nebuvimo, L tipo Ca** kanalai
generuoja stabilias, membranos potencialo valdomas nuolatines jtekancias Ca®*
sroves. Plato potencialus generuojantys MN gali biti dviejose stabiliose bet
skirtingose funkciniu pozitiriu buisenose. Plato potencialy slenkstis gali biiti

zemesnis uz VP slenksting verte, tuomet plato potencialai padidina membranos
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depoliarizacijg ir MN pereina | VP generavimo rezimg. Plato potencialo
slenkstinei vertei esant didesnei uz VP slenkst], plato potencialai prisideda prie
MN VP daznio modifikavimo proceso (Kiehn ir Eken, 1998). MN plato
potencialai gali bttt modifikuojami acetilcholino, glutamato ar serotonino
neuromediatoriy. Sie neuromediatoriai tiesiogiai aktyvuoja L tipo Ca* kanalus
(Hounsgaard ir Kiehn, 1989; Svirskis ir Hounsgaard, 1998). Trumpalaikis
vidulastelinés Ca®* koncentracijos padidéjimas stiprina plato potencialus ir
parodo, kad skirtingi neuromoduliatoriai aktyvuojantys L tipo Ca®* kanalus
veikia per IP3 (Perrier et al., 2000). Membranos potencialo valdomos PIC MN
gali buti maskuojamos ir slopinamos iStekan¢iy joniniy sroviy. Kartais tik
blokavus iStekancias jonines sroves, PIC gali inicijuoti plato potencialus

(Hounsgaard ir Kiehn, 1985; Hounsgaard ir Mintz, 1988).

2.4. Motoneurony savybiy moduliacija

Motoneurony sinapsiniai j¢jimai yra veikiami priéSsinapsiniy neurony
1§skiriamy neuromediatoriy: amino riig§c¢iy, aminy, peptidy, kurie sgveikauja
su posinapsin¢gje MN membranoje esanciais jonotropiniais ir metabotropiniais
receptoriais. Posinapsin¢je membranoje yra gausu ligandy valdomy joniniy
kanaly, kurie aktyvuojami neuromediatoriui prisijungus prie receptoriaus.
Ligandy valdomy specifiniy joniniy kanaly atsidarymas salygoja tam tikras
jonines sroves MN. Tas pats neuromediatorius gali turéti ir jungtis prie
jonotropiniy arba metabotropiniy receptoriy. Skirtingy tipy receptoriai net ir
veikiant tam paciam neuromediatoriui, turés skirtingg poveiki MN specifinéms
savybéms (apzvelgta Rekling et al., 2000).

Neuronai gali buti zadinami acetilcholino (ACh), serotonino (5-HT),
norepinefrino, noradrenalino ar glutamato (glu) moduliacinio poveikio.
Moduliacinis poveikis sustiprina MN atsakus, palengvina MN suzadinamuma.
Glutamatas jungiasi prie 3 tipy jonotropiniy receptoriy (GluR), kurie skirstomi
pagal tai, kokios farmakologinés medziagos gali prisijungti prie $iy receptoriy

ir atidaryti joninius kanalus: AMPA ir Kainato receptorius atidaro jony kanalus
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laidzius Na* ir K*, o NMDA receptorius - Na*, K" ir Ca?*. Glutamatas tai pat
jungiasi ir prie metabotropiniy mGIluR receptoriy. ACh jungiasi prie
jonotropiniy nikotininiy receptoriy (nAChR), kurie atidaro joninius kanalus
laidzius Na® ir K ir metabotropiniy muskarininiy receptoriy (mAChR).
Serotoninas jungiasi prie jonotropiniy 5-HTj3 receptoriy, kurie atidaro joninius
kanalus laidZius Na” ir K ir metabotropiniy 5-HT; » 4.7 receptoriy.

MN slopinimas vyksta veikiant GABA ir glicino receptoriams. GABAA
jonotropiniai receptoriai atidaro CI" kanalus ir didina membranos laiduma.
GABAg metabotropiniai receptoriai lokalizuoti tiek prieSsinapsinése tiek ir
posinapsinése struktiirose. PrieSsinapsin¢je membranos dalyje GABAg
aktyvuoja K* sroves ir mazina Ca** sroves (apzvelgta Rekling et al., 2000).

Taigi, glutamato, serotonino ir acetilcholino jonotropiniai receptoriai
laidiis Na®, todél jy aktyvacija didina neurony suzadinamuma. GABA ir glicino
jonotropiniai receptoriai laidis CI, todé¢l jy aktyvavimas salygoja slopinimo
efektus neurone (apzvelgta Rekling et al., 2000).

Moduliacinés sistemos saglygoja neurony savybiy valdyma ir kontrolg, o
tokiy sistemy gausa ir jvairoveé uZtikrina platy neurono savybiy moduliavima.
Ivairios MN moduliacinés sistemos neurono suzadinamumui valdyti naudoja
bendrus efektorinius mechanizmus ir antrinius informacijos neSiklius (Rekling
et al., 2000).

Moduliacinis poveikis vézlio nugaros smegeny MN galimas per L tipo
Ca’* kanaly veiklos valdyma (Perrier et al., 2002, 2003; Perrier ir Hounsgaard,
2003; Hounsgaard ir Kiehn, 1985, 1989; Alaburda et al., 2002b; Alaburda ir
Hounsgaard, 2003; apzvelgta Rekling et al., 2000; Guertin ir Hounsgaard,
1998) (Pav. 2.7). Siuo atveju MN aktyvuma didina neuromediatoriai:
acetilcholinas, serotoninas ir glutamatas. ACh jungiasi prie muskarininiy
metabotropiniy acetilcholino receptoriy (mAChR), serotoninas jungiasi prie
metabotropiniy SHT, arba SHT 4 receptoriy, o glutamatas prie metabotropiniy

MGIUR; receptoriy.
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Pav. 2.7. L tipo Ca®" kanaly moduliavimo schema vézlio nugaros smegeny
motoneurony membranoje. Cia: G - baltymai; ACh - acetilcholinas (Musc. -
muskarininis receptorius); glu - glutamatas (mGIuR1 - receptorius); 5-HT -
serotoninas (5-HT, - receptorius); GABA - Gama amino sviesto rtigstis (GABAg
- metabotropinis receptorius); +/- - zadinantis/slopinantis poveikis (adaptuota
i$ Perrier et al., 2002).

Metabotropiniy receptoriy atveju, specifiniy receptoriy aktyvinti G
baltymai veikia fosfolipazg C (PLC) (per PIP,), kuri sintetina IP3 ir dAG. IP3
jungiasi prie receptoriy, kurie susije su Ca*" kanalais, lokalizuotais neurono
endoplazminiame tinkle. Ca** judant i§ endolazminio tinklo saugykly j
citoplazma, jis jungiasi su kalmodulinu. Ca®*-kalmodulino kompleksas
aktyvuoja L tipo Ca®* kanalus MN membranoje ir salygoja tokius MN atsakus
kaip plato potencialai (Perrier ir Hounsgaard, 2003; Hounsgaard ir Kiehn,
1985, 1989; Alaburda et al., 2002b; apzvelgta Rekling et al., 2000; Perrier et
al., 2002; Delgado-Lezama et al., 1997; Hounsgaard et al., 1984; Lee ir
Heckman, 1998). Posinapsiniai efektai (plato potencialai) saglygoti L tipo Ca®
kanaly MN yra slopinami aktyvuojant metabotropinius GABAg receptorius
(Perrier et al., 2002). Endogeninis GABA salygoja toninio tipo joning srove,
kuri didina membranos laidumg (Castro et al., 2011).

Serotoninas MN zinomas kaip zadinantis neuromediatorius, taciau
naujausi tyrimai rodo, kad jo poveikis MN suzadinamumui priklauso nuo to,
kokie receptoriai aktyvuojami. Metabotropiniai 5-HT, receptoriai saglygoja MN
suzadinamumo padidéjima ir sukelia plato potencialus veikdami L tipo Ca®*

kanalus (Hounsgaard ir Kiehn, 1989; Perrier ir Hounsgaard, 2003; Simon et al.,
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2003) arba Iyap (Harvey et al., 2006a). 5-HT salygoja membranos potencialo
depoliarizacija susijusig su membranos j¢jimo varzos padidé¢jimu (Hsiao et al.,
1997). Serotoninas didina MN suzadinamuma slopindamas pédseking
hiperpoliarizacijg (Grunnet et al., 2004; Hounsgaard et al., 1988b; Hsiao et al.,
1997) ir mazing slenksting membranos potencialo verte potencialo valdomiems
Na" kanalams, kurie inicijuoja VP generavimg (Fedirchuk ir Dai, 2004). Tac¢iau
serotoninas gali veikti MN ir slopinanc¢iai (Perrier ir Cotel, 2008). Plato
potencialai generuojami aktyvuojant 5-HT, receptorius, kurie lokalizuoti
somatodendritinéje MN dalyje, o slopinimo efekta salygoja 5-HT a7
receptoriai lokalizuoti vézlio nugaros smegeny MN perisomatingje dalyje
(Perrier ir Cotel, 2008). Tikslus 5-HT slopinimo efekto mechanizmas MN dar
néra pilnai iStirtas.

L tipo Ca** kanalai gali biti moduliuvojami ir jonotropiniy NMDA
receptoriy. Tai salygoja MN membranos potencialo osciliacijas ir didina MN
suzadinamumo lygj (Guertin ir Hounsgaard, 1998).

Taigi, skirtingi neuromediatoriai veikia specifinius bei skirtingus
receptorius, taciau moduliacijos neurotransdukcinis kelias yra bendras
(apzvelgta Rekling et al., 2000). Pirma, glutamato metabotropiniai ir 5-HT
receptoriai veikia K* nuotékio sroves arba katijonine jtekancia srove. Dél
mediatoriy poveikio Sioms srovéems, pakinta MN membranos ramybés
potencialas ir j¢jimo varza. Nuotékio srovés sumaze¢jimas ir jtekanciy sroviy
aktyvacija sglygoja membranos depoliarizacija. Antra, norepinefrino ir 5-HT
moduliacinés sistemos veikia hiperpoliarizacijos aktyvuojama jtekancia
nespecifing katijoning srove ir didina MN suZadinamumg. Trecia, Glutamato
metabotropiniai ir 5-HT receptoriai moduliuoja Ca®* kanalus, o tai salygoja
pédseking hiperpoliarizacija (Ixcy) ir membranos depoliarizacijg (plato
potencialai). Tai jtakoja MN jéjimo ir i$¢jimo signalus (apzvelgta Rekling et
al., 2000).
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3. METODIKA

3.1. Tyrimo objektas

Eksperimentai  atlikti naudojant raudonausius vandens vézlius
(Chrysemys scripta elegans, n=30). Vézliai buvo laikomi Vilniaus universiteto,
gamtos moksly fakulteto vivariume, specialiuose akvariumuose su vandens
filtravimo ir ap§vietimo (dienos ir UV §viesa) sistema. Sildytuvy pagalba buvo
palaikoma pastovi vandens temperatira (apie +24°C). VeZliai maitinti
reguliariai (3 kartus per savaite) specialiu vézliams skirtu maistu. Tyrimams

naudoti suauge ir sveiki vézliai (300 - 500 g).

Pav. 3.1. Raudonausiai vandens vézliai (Chrysemys scripta elegans).

3.2. Nugaros smegeny preparavimas ir pjiiviu paruoSimas

Visi eksperimentai ir gyviny paruoSimas jiems buvo atlikti grieztai
laikantis Lietuvos ir Europos sgjungos elgesio su laboratoriniais gyviinais
reikalavimy. Prie§ eksperimentg tiriamasis vézlys buvo dedamas j ledo vonele
ir laikomas joje 2 valandas iki operacijos. Tai sglygodavo hipoterming
anestezija (Melby ir Altman, 1974). Eksperimentai atlikti kambario
temperatiiroje. Po dviejy valandy veézlys pirmiausia biidavo dekapituojamas ir
tuomet pradedama nugaros smegeny operacija. Pirmiausia véZzlio kraujas
biidavo pakeic¢iamas Ringerio tirpalu (joniné sudétis (mM): 120 NaCl; 5 KClI,
15 NaHCOg; 2 MgCl,; 3 CaCly; 20 gliukozé; tirpalas prisotintas 98 % O ir 2
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% CO,; pH 7,6) prijungus perfuzing sistemg prie gyvino Sirdies. Tuomet kartu
su kauline vézlio kiauto dalimi buvo iSpreparuojami 5 nugaros smegeny

segmentai (nuo D8 iki S2).

A }-..)"llu__

VY
D6 D7

YDE D9 D0 SI 92

Pav. 3.2. Vézlio nugaros smegeny segmentai (juosmeninis smegeny
iSplatéjimas). Rodyklés rodo tyrimams naudojamg smegeny sritj (D8 - S2).

IS stuburo kanalo chirurginiu bidu iSpreparuotos smegenys buvo
patalpintos Ringerio tirpale (+5 °C). Specialia besisukancio disko pjaustykle
nugaros smegenys buvo pjaustomos 2 mm storio riekelémis. Pjaustymo metu
smegenys buvo laikomas Ringerio tirpale. Smegeny pjuviai buvo laikomi

Ringerio tirpale (+5 °C) Saldytuve.

3.3. Elektriniy potencialy registracija

Elektriniy signaly registracijos ir stimuliacijos metu nugaros smegeny
pjuviai buvo patalpinti specialioje organinio stiklo vonel¢je ir nuolatos
perfuzuojami Ringerio tirpalu prisotintu deguonimi (98 % O, ir 2 % COy,)
kambario temperatiroje. Eksperimentams buvo naudoti mazo konuso kampo
stikliniai vidulgsteliniai mikroelektrodai, pagaminti i$ stikliniy (borosilikatinis
stiklas) plonasieniy kapiliary su mikrofilamentu (iSorinis/vidinis diametras:
1,5/1,12 mm, TW150F-4, WPI) naudojant specializuotas elektrody gamybos
stakles (PULL 100, WPI). Pagamintos mikropipetés uZzpildytos elektrolito
tirpalu turin¢iu (0,9 M) C3H3KO, ir (0,1 M) KCI. Tokiy mikroelektrody
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impedansas buvo apie 30 MQ. Tas pats mikroelektrodas buvo naudojamas

elektriniy signaly registravimui ir elektriniam stimuliavimui.

Pav. 3.3. Vézlio nugaros smegeny motoneurony vidulgstelinio registravimo
schema. Pavaizduotas nugaros smegeny pjuvis ir stiklinis mikroelektrodas su
elektriniy signaly stiprintuvu.

Vidulastelinis MN elektriniy potencialy registravimas ir MN elektrinis
stimuliavimas buvo atliekamas taikant srovés fiksavimo metodg. Tam naudotas
neurony tyrimams skirtas biopotencialy stiprintuvas (Axoclamp-2B, Molecular
Devices) ir eksperimento valdymo programiné jranga pCLAMP 10.2
(Molecular Devices). Tyrimams buvo pasirenkami MN pagal kelis elektriniy
parametry kriterijus: ramybés potencialas buvo stabilus ir neigiamesnis uz -50
mV, neuronai nepasiZymejo spontaniniu aktyvumu, o veikimo potencialy
amplitudé buvo didesné nei 70 mV (McDonagh et al., 1999). Analogas-kodas
keitiklio signalo diskretizacijos daznis 10 kHz, signalo kvantavimas 16 bity
(Digidata 1440A, Molecular Devices). Registruojami duomenys buvo jraSomi
ir saugomi kompiuterio standziajame diske tolimesnei analizei ir

interpretacijai.
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3.4. Dinaminis srovés fiksavimo metodas

Dinaminis srovés fiksavimas yra realaus laiko elektrofiziologinis
metodas, skirtas eksperimentiskai valdyti tyréjo pasirinkty neurono membranos
joniniy kanaly laidumus (aktyvuoti arba inaktyvuoti) naudojant vidulgstelinj
mikroelektrodinj potencialy registravimg. Dinaminio sroves fiksavimo metodo
principas paremtas uzdaros virtualios arba realios -elektrinés grandinés
sudarymu su griztamu rySiu (Pav. 3.4). Pirmiausiai sukuriamas matematinis
membranos kanaly ir jy laidumy modelis. Realiu laiku dinaminio srovés
fiksavimo sistema registruoja neurono membranos potencialo vertg, pagal
kurig apskaiéiuojamas jleidziamos ] lastelg srovés dydis. Eksperimentatorius
nustato norimy tirti kanaly laidumy vertes, o membranos potencialo
registravimo-neurono stimuliavimo sistema reguliuoja realiu laiku leidziamos j
lastele srovés dyd;j ir trukme priklausomai nuo MN membranos potencialo ir
reversijos potencialo skirtumo vertés.

Jtekanc¢ios nuolatinés Na® srovés (Insp) kompensavimui buvo taikytas
minétas dinaminis srovés fiksavimo metodas (Sharp et al., 1993). Kintamos
amplitudés srovés stimulai buvo nustatomi realiu laiku vertinant neurono
membranos potencialo verte (membranos potencialo verciy diskretizavimo
daznis 5 kHz) ir taikant kompiutering programing jranga LabView (National
Instruments). Si programa, veikdama kartu su C++ kompiuterinio
programavimo kalba paraSytu programiniu moduliu, nustatydavo sroveés
stimuly vertes atsizvelgiant | membranos laidumy ir momentinio membranos
potencialo vertes. Jleidziamos j neurong srovés verté buvo priesinga Inzp vertei
iki slenkstiniame membranos potencialo lygmenyje. Atsizvelgiant j tai, kad
buvo tiriama tik Iy, itaka nevykstant nuolatinei MN veikimo potencialy
generacijai, buvo laikoma, kad Iy jsisotina pasiekus slenksting membranos

potencialo verte.
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Pav. 3.4. Dinaminio srovés fiksavimo metodo principiné schema. Cia: Vi, -
realus neurono membranos potencialas; li, - i lastele jleidziama srové, kurios
vert¢ nustatoma programiniy biidu taikant matematinj modelj, kuriuo
nustatomas membranos laidumas (g) ir norimas membranos potencialas (E).

3.5. Perdavimo funkcijos vertinimo metodika

Perdavimo funkcijos statumas buvo vertintas i$ eksperimentiskai gautos
neurono srovés ir VP daznio (f-1) priklausomybés. Pirmiausia buvo
apskaiciuotas VP daznis. Jis buvo vertinamas kaip atvirkstiné laiko tarp dviejy
gretimy veikimo potencialy vertée. Sroveés - daznio priklausomybé buvo tirta
MN nuolatinio VP generavimo metu, naudojant staciakampius ir trikampius
srovés stimulus. VP daznis, kiekvieno neurono atsako j stimulg metu, buvo
suskirstytas ] tris diapazonus. Pirmasis dazniy diapazonas buvo vertintas kaip

atvirkstiné laiko tarp pirmyjy dviejy VP funkcija (pradinis daznis), antrasis -
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pirmyjy keturiy VP dazniy aritmetinis vidurkis (ankstyvasis daznis) ir treciasis
(stacionarus daznis) - paskutinio stimulo laiko ketvir¢io (po 1,5 s nuo stimulo
pateikimo pradZios, t.y. 0,5 s laiko intervalas) VP dazniy aritmetinis vidurkis
(viso stimulo trukmé 2 s) (Pav. 3.5.A). VP dazZnio ir srovés priklausomybé
buvo tiriama visoms trims VP dazniy grupéms. MN perdavimo funkcija buvo
suskirstyta ] tris tipus pagal auks¢iau apraSytus VP daznius: pradiné, ankstyvoji
ir stacionari.

MN stimuliacijai naudojant trikampius srovés impulsus, VP daznis buvo
vertinamas tik kylanciojoje atsako dalyje (Pav. 3.5.B). VP daznis skaiciuotas
ank$¢iau minétu badu, tik neskirstant VP daznio j diapazonus. Siuo atveju
buvo gauta viena bendra MN perdavimo funkcija. Tyrime buvo naudoti penkiy
Kilimo greiciy trikampiai srovés stimulai: 0,5; 1; 5; 10; 20 nA/s. Maksimali
srove (nuo 2 iki 5 nA) ir kilimo laikas (nuo 100 ms iki 10 s) buvo suderinamas
priklausomai nuo norimo stimulo kilimo greicio.

Ne visi tirti MN turéjo pirmine (l) (zitréti 2.1.2.8. skyriy ,,Nugaros
smegeny neurony perdavimo funkcija) f-1 sritj, perdavimo funkcijos statumas

buvo vertintas kaip antrinés (II), didziausio polinkio srities statumas.

Jf/ V/r/////._.._.___// //r\__

Pav. 3.5. Motoneurono veikimo potencialai ir jy dazniy vertinimo schema. (A)
staciakampiu sroves stimulu zadinto motoneurono veikimo potencialo grupés ir
atitinkami jy daZniy diapazonai: a) pirmieji du veikimo potencialai ir jy daznis;
b) pirmi 4 veikimo potencialai ir jy dazniy vidurkis; ¢) stimulo paskutinés 0,5 s
veikimo potencialy dazniai ir jy vidurkis; (B) trikampiu srovés stimulu Zadinto

motoneurono veikimo potencialai kylanciojoje stimulo dalyje, kurie buvo
naudoti perdavimo funkcijos vertinimui.
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3.6. Motoneurono membranos jéjimo laidumo ir slenkstinio potencialo

matavimai

Pirmiausia buvo jvertinta MN membranos jéjimo varza (rj,). Membranos
1¢Jimo varZa buvo apskaiCiuojama pagal Omo désni: rj, = AU/I, kur AU -
potencialy skirtumas tarp ramybés potencialo ir stacionarios iki slenkstinés
membranos potencialo vertés, I — potencialy skirtumg sukélusi srovés verté.
Stimuliuojant 1gstele naudoti maZzos amplitudes (0,2-0,6 nA) sroves stimulais,

sukeliantys ne didesnj nei 10 mV membranos potencialo pokytj (Pav. 3.6).

A
Potencialas,
rd [
—F-
. [
B Laikas, ms
Srove,
— | _NA

Pav. 3.6. Motoneurono elektriniai atsakai j skirtingos amplitudés staciakampiy
srovés  stimuly  poveikj. (A) membranos potencialo atsakas |
hiperpoliarizuojancius ir depoliarizuojncius srovés stimulus; vir§ slenkstinis
stimulas sukelia veikimo potencialy serijg; (B) sta¢iakampiai srovés stimulai.

MN membranos jéjimo laidumas buvo apskaiCiuotas kaip dydis
atvirksciai proporcingas MN membranos jéjimo varzai (1/rj,). Tai pat buvo

jvertintas ir santykinis membranos laidumo pokytis palyginus MN membranos
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j¢jimo laidumo vertés kontrolinémis ir farmakologijos (muskimolio)
saglygomis.

Vertinant slenkstinl membranos potencialg (kai generuojamas tik vienas
VP) MN buvo stimuliuojami sta¢iakampiais ir trikampiais srovés stimulais, o
pati srové reikalinga vienam pirmajam VP sugeneruoti buvo laikoma reobazine
srove. Slenkstinis potencialas buvo nustatomas vertinant membranos
potencialo kilimo greitj. Slenkstinio potencialo verté buvo toks membranos
potencialas, kai jo momentinis kilimo greitis buvo lygus arba didesnis uz 20

V/s (Yu et al., 2008; Munoz ir Fuentealba, 2012).

3.7. Eksperimenty protokolas

1. Nugaros smegeny pjiiviai patalpinami ] matavimo vonel¢ su Ringerio
tirpalu.

2. Mikroskopo ir mikromanipuliatoriaus pagalba stiklinis mikroelektrodas
nutaikomas statmenai smegeny pjiviui, ties pilviniy ragy sritimi.
Mikroelektrodo galiukui patekus j tirpalg (bet dar nepalictus smegeny
pjuvio) vykdoma matavimo sistemos kalibracija: patikrinama
mikroelektrodo varza, elektrinio potencialo verté nustatoma ties nuline
verte, vertinamas elektriniy triukSmy lygis ir jy Salinimas.

3. Mikroelektrodas manipuliatoriaus pagalba leidziamas zemyn, pasiekia
pjuvio pavirSiy ir vedamas gilyn (Zingsnio dydis 10 pm) j smegeny pjuvi,
kol aptinkamas motoneuronas.

4.  MN indentifikavimas: MN yra lokalizuoti nugaros smegeny
ventraliniuose raguose. Sios struktiiros yra matomos mikroskopu ir jo
pagalba mikroelektrodo galiuko padétis nustatoma ties Sia sritimi. MN
atpazjstami ir elektrofiziologiniais metodais: stebimas potencialy
skirtumo pokytis, potencialo kitimo laiko konstanta, VP generavimas, jo
pobiidis, amplitudé bei forma. Pagal Siuos parametrus vertinama ar

elektrodo galiukas pateko | MN,,.
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3.8.

Pradedamas MN elektriniy savybiy tyrimas. Jei ilgesnj laikg (30-60 min)
MN membranos ramybés potencialas yra pastovus ir pakankamai
neigiamas (zitreti 3.3. skyriy "Elektriniy potencialy registracija"),
atlickama MN elektriné stimuliacija kontrolinémis saglygomis. Trumpais
(200 ms) staciakampiais srovés stimulais aktyvuojant MN, tiriama MN
membranos j¢jimo varza, laiko konstanta, RP verté, reobazé¢ bei
slenkstinis potencialas (Pav. 3.6)

Atlikus minéta MN testavimg, MN stimuliuojama didéjancios amplitudés
pavieniais vir$ slenkstiniais sta¢iakampiais srovés stimulais kas 20 s,
kuriy trukmé 2 s. Stimulo srové didinama kas 0,2 nA, pradedant nuo
reobazinés srovés iki 4-5 nA (priklausomai nuo MN jéjimo varzos). Po to
daroma 2 minuciy pertrauka. Praéjus Siam laikui, MN vél zadinamas virs
slenkstiniais trikampiais, skirtingo kilimo grei€io srovés stimulais. Tokie
pat matavimai ir stimuliavimai MN buvo atlikti ir paveikus MN
muskimoliu.

Tiriant Iy,p srove MN buvo taikyti tik statiakampiai srovés stimulai bei
dinaminis srovés fiksavimo metodas (Zidréti 3.4. skyriy "Dinaminis

sroves fiksavimo metodas"). Naudota farmakologiné medziaga - TTX.

Naudotos medziagos ir tirpalai

Tirpalai:

Ringerio tirpalas (joniné sudétis (mM)): 120 NaCl; 5 KCI; 15 NaHCOg;
2 MgCl,; 3 CaCly; 20 CgH1,0s; tirpalas prisotintas 98 % O, ir 2 % CO,;
pH 7,6;

Muskimolio tirpalas (2 uM): C4HgN,O + Ringerio tirpalas;
Tetradotoksino (TTX) tirpalas (1 uM): C;1;H;17N3Og + Ringerio tirpalas.

Medziagos:

Gliukozés monohidratas (C¢H1,0¢*H,0; a-D(+); 99,5 %) (ROTH);
Kalcio chloridas (CaCl,; 95 %) (ROTH);
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Kalio acetatas (C,H3;KO5,; 99 %) (SIGMA);

Kalio chloridas (KCI; 99,5 %) (ROTH);

Magnio chlorhidratas (MgCl, *H,0; 99 %) (ROTH);
Muskimolio hidrobromidas (C4HgN,O,*HBr) (SIGMA);
Natrio hidrokarbonatas (NaHCOs; 99,5 %) (ROTH);
Natriochloridas (NaCl; 99,5 %) (FLUKA);

Tetradotoksinas (TTX) (C11H17N3Og) (ALOMONE LABS);

3.9. Naudotos kompiuterinés programos ir statistiniai metodai

Duomeny surinkimas ir analiz¢ atlikta naudojant kompiuterines programas:

pClamp (Molecular Devices Corporation).
Excel (Microsoft Office Corporation);
OriginPro (OriginLab Corporation);

LabView (National Instruments Corporation)

Duomeny pasiskirstymo normalingumui jvertinti naudotas Shapiro-Wilk W

testas. Duomeny skirtumy patikimumui jvertinti taikytas porinis Student t

testas. Rezultatai pateikti kaip vidutinés vertés + standartin¢ paklaida (SE).

Skirtumai tarp imciy ir lyginamy grupiy buvo laikomi reikSmingais, jei p<0,05.

ReikSmingi skirtumai pazymeti *.
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4. REZULTATAI

4.1. Motoneurony perdavimo funkcijos priklausomybé nuo srovés

stimulo tipo ir veikimo potencialy daZnio adaptacijos

4.1.1. Reobazés ir veikimo potencialy slenks¢io priklausomybé nuo

srovés stimulo tipo

Motoneurono atsakas priklauso nuo jleidziamos srovés dydzio, todél
tyrimo metu stimuliavimui paprastai naudojami staciakampiai srovés stimulai
(Granit et al.,, 1963a). Kaip kurie tyréjai vietoj did¢jancios amplitudés
staCiakampiy srovés stimuly serijos naudoja trikampio pavidalo, kur srovés
amplitudé tolygiai pasiekia dominancias vertes (Bennett et al., 2001b; Button
et al., 2006; Harvey et al., 2006c; Lee ir Heckman, 1998, 2000). Zinoma, kad
MN atsakas ] vir§ slenkstinj staCiakampi impulsg néra pastovus — VP daZnis
didziausias stimulo pradzioje ir véliau mazéja dél adaptacijos. MN
charakterizuojantys parametrai gali biiti jtakojami srovés stimulo pavidalo.

Tyréme, ar MN charakterizuojantys parametrai skiriasi naudojant
trikampius ir stac¢iakampius srovés stimulus bei ar priklauso nuo trikampio
stimulo kitimo grei¢io. Tirty MN (n=9) membranos laidumas buvo 0,11+0,01
uS. Membranos slenkstiné srové reikalinga VP generavimui (reobaze)
statiakampiy stimuly atveju buvo 1,40+0,25 nA. Buvo stebima stipri teigiama
koreliacija (R?=0,97) tarp reobazés vertés ir MN jéjimo laidumo (Pav. 4.1).
Teigiama koreliacija tarp reobazeés ir MN jéjimo laidumo parodyta katés MN

(Gustafsson ir Pinter, 1984).
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Pav. 4.1. Motoneurony reobazés ir membranos laidumo priklausomybe.
Stebima stipri teigiama koreliacija (R=0,97); (n=9).

Nepastebéta patikimy statistiniy skirtumy tarp slenkstiniy sroviy taikant
staCiakampius ir 1étus (1 nA/s) trikampius sroveés stimulus. Trikampio srovés
stimulo kilimo greitis neturéjo reikSmingos jtakos slenkstinei membranos

Sroves vertei.

4.1.2. Perdavimo funkcijos priklausomybés nuo veikimo potencialy

daZnio adaptacijos tyrimas taikant staciakampius sroveés stimulus

MN, stimuliuojant juos vir§ slenkstiniais sta¢iakampiais srovés stimulais,
atsako VP seka su mazéjanciu VP dazniu (Pav. 4.2). VP daznis mazéja dél
adaptacijos, zinomos daugumoje CNS neurony (Gorman et al., 2005; Kernell,
1965; Powers et al., 1999; Sawczuk et al., 1995, 1997). Kuo didesnis srovés
stimulas, tuo stipresné VP adaptacija (labiau nuo pradinio sumazéja daznis)
(Pav. 4.3). Didéjant stimulo amplitudei, skirtumas tarp pradinio ir stacionaraus
VP daznio didéja, nors stacionarus VP daznis didé¢ja stipréjant stimuliacijai.
Tyréme, kaip de¢l adaptacijos kinta veikimo potencialy daznis stimuliuojant

MN staciakampiu 2,9 nA srovés stimulu.
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Pav. 4.2. Motoneurono atsakas j vir§ slenkstinj statiakampj srovés stimulg. (A)
motoneurono veikimo potencialy daznio kitimas stimulo metu; (B) membranos
potencialo kitimas (veikimo potencialai) statiakampio srovés stimulo metu.
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Pav. 4.3. Motoneurono veikimo potencialo daznio adaptacija. Motoneurono
atsakas ] dviejy skirtingos amplitudés sta¢iakampius srovés stimuly poveikj.
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Pradinis veikimo potencialy daznis buvo (101,1£13,8 Hz) patikimai
didesnis 24,7+2,9 % (n=9) nei ankstyvasis (77,2+12,3 Hz) ir patikimai didesnis
71,243,2 % nei stacionarus VP daznis (29,5+5,3) (Pav. 4.4).
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VP daznis, Hz
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| |
Pradinis  Ankstyvasis Stacionarus

Pav. 4.4. Motoneurony veikimo potencialy dazniy vidutinés vertés.
Atitinkamai pradinis, ankstyvasis ir stacionarus dazniai; staCiakampio stimulo
sroveés amplitudé buvo 2,9 nA; paveiksle reikSmingai patikima skirtumg tarp
skirtingy grupiy (*) rodo Studento t-reik§meé (p<0,05); n=9.

Siekiant nustatyti veikimo potencialy adaptacijos galimg jtaka MN
perdavimo funkcijos vertei, buvo vertintas VP daznio ir srovés priklausomybés
(f-I) kreivés statumas esant skirtingoms adaptacijos fazéms (pradiné,
ankstyvoji ir stacionarioji perdavimo funkcijos) (Pav. 4.5).

Gavome, kad MN pradinés perdavimo funkcijos vert¢é buvo 56,3+6,9
Hz/nA, ankstyvosios perdavimo funkcijos — 43,0+2,8 Hz/nA, o stacionariosios
—16,5+1,1 Hz/nA (n=9) (Pav. 4.6). Pradiné perdavimo funkcija buvo patikimai
didesné 19,2+£5,9 % uz ankstyvaja perdavimo funkcijg ir 68,1£3,7 % didesné
uz stacionarig. Ankstyvosios perdavimo funkcijos verté buvo patikimai didesné

60,9+2,9 % uz stacionaria perdavimo funkcija. Sie rezultatai rodo, kad MN
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perdavimo funkcijos vert¢ reikSmingai mazéja dél veikimo potencialy

adaptacijos.
m  Pradiné f-|
® Ankstyvoji f-1 s
4 Stacionari
v f-I (trikampis stimulas (1 nA/s)) ™
120 )
8 )
S 80- |
® ] .
s .
” .
40 .
. A\"-“l-l"vuw”.\‘.“ T ‘ o v
. B N Y
AV """""""""""
0 . | | | | | I
3,0 3,5 4,0 a5
Srove, nA

Pav. 4.5. Motoneurono srovés-daznio priklausomybé (perdavimo funkcija).
Atitinkamai pradiné, ankstyvoji ir stacionari perdavimo funkcijos vertintos
taikant staCiakampius srovés stimulus bei 1éto kilimo grei¢io (1 nA/s)
trikampius srovés stimulus.
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Pradiné Ankstyvoji Stacionari
f-l f-l f-l

Pav. 4.6. Motoneurony perdavimo funkcijy (f-I) vidutinés vertés. Pavaizduotos
prading, ankstyvoji ir stacionarioji perdavimo funkcijos jvertintos stimuliuojant
neuronus staCiakampiais stimulais; paveiksle reikSmingai patikimg skirtuma
tarp skirtingy grupiy (*) rodo Studento t-reik§me (p<0,05); n=9.

4.1.3. Perdavimo funkcijos tyrimas taikant trikampius srovés stimulus

MN perdavimo funkcijg galima vertinti ir naudojant trikampius srovés
stimulus (Bennett et al., 2001b; Button et al., 2006; Harvey et al., 2006c; Lee ir
Heckman, 1998, 2000).

MN perdavimo funkcija vertinta Zadinant neuronus trikampiais sroves
stimulais (Pav. 4.7). Buvo palygintos MN perdavimo funkcijy vertés jvertintos
taikant staciakampius ir trikampius (1 nA/s kilimo grei€io) srovés impulsus
(Pav. 4.5 ir 4.8). Perdavimo funkcijos verté stimuliuojant MN 1 nA/s kilimo
greiCio trikampiu sroves stimulu buvo 15,9+1,5 Hz/nA (n=9) ir nesiskyré nuo
stacionarios perdavimo funkcijos (16,5+1,1 Hz/nA) jvertintos taikant

staciakampius srovés stimulus.
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Pav. 4.7. Motoneurono atsakas j trikampj srovés stimulg. (A) veikimo
potencialy daznio kitimas stimulo metu; (B) membranos potencialo kitimas
(veikimo potencialai) trikampio sroves stimulo metu.

Taciau pradiné perdavimo funkcijos vert¢ buvo patikimai didesné
68,1+4,9 %, o ankstyvoji didesné 62,2+3,8 % uz trikampiais stimulais (1 nA/s)
stimuliuoty MN vertinta perdavimo funkcija (n=9) (Pav. 4.8). Sie rezultatai
rodo, kad létais trikampiais srovés stimulais Zadinant MN galima jvertinti tik
stacionarig perdavimo funkcija, bet negalima nustatyti pradinés ir ankstyvosios

perdavimo funkcijy kaip staciakampiy stimuly atveju.
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Pav. 4.8. Motoneurony perdavimo funkcijy (f-I) vidutinés vertés. Atitinkamai
prading, ankstyvoji ir stacionarioji perdavimo funkcijos jvertintos stimuliuojant
neuronus staCiakampiais ir létais trikampiais (1 nA/s) stimulais; pastaruoju
atveju gauta viena bendra perdavimo funkcija; paveiksle reik§Smingai patikima
skirtumg tarp skirtingy grupiy (*) rodo Studento t-reik§mé (p<0,05); n=9.

4.1.4. Trikampio srovés stimulo kilimo greicio jtaka perdavimo funkcijos

statumui

Taigi, MN perdavimo funkcijos vert¢ galimai mazina veikimo potencialy
adaptacija. Buvo tirta ar trikampiy stimuly kilimo greitis gali jtakoti MN
perdavimo funkcijos vertes.

Tiriant trikampiy stimuly grei¢io galimg jtaka MN perdavimo funkcijai,
buvo naudojami penkiy kilimo greiciy trikampiai srovés stimulai: 0,5; 1; 5; 10;
20 nA/s. Stimuly greiciai buvo pasirinkti nuo dazniausiai naudojamy léty iki
labai greity. Maziausia perdavimo funkcijos verté buvo 13,4+1,2 Hz/nA taikant
léta 0,5 nA/s kilimo greicio stimulg (n=9). Didziausia perdavimo funkcijos
verté 19,8+1,2 Hz/nA buvo registruota esant 10 nA/s stimului (Pav. 4.9). Esant
kitiems stimuly greic¢iams: 1 nA/s stimulo greic¢iui f-1 lygi 15,9£1,5 Hz/nA, 5

61



nA/s stimulo greiciui f-I lygi 19,2+1,6 Hz/nA, 20 nA/s stimulo greiciui f-1 lygi
18,9+1,5 Hz/nA.

Nors stacionari MN perdavimo funkcijos verté (taikant sta¢iakampius
stimulus) buvo patikimai mazesné 23,7+8,6 % (n=9) uz perdavimo funkcijos
vert¢ taikant 10 nA/s kilimo greiCio trikampius stimulus, ta¢iau pradinés
perdavimo funkcijos vert¢ buvo patikimai didesné net 60,9+4,8 %, o
ankstyvoji 52,9+3,3 % uz taikant trikampius stimulus jvertintg didZiausig
perdavimo funkcijos verte (19,8+1,2 Hz/nA).
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Pav. 4.9. Motoneurono perdavimo funkcijy verciy priklausomybé nuo
trikampio srovés stimulo kilimo grei¢io. Pradzioje perdavimo funkcijos verté
didéja kartu su greitéjanciu stimulo kilimo grei¢iy (R?=0,8), o véliau f-I vertés
kitimas stabilizuojasi (R*=-0,1); n=9.

Stimuliuojant MN trikampiais stimulais perdavimo funkcijos vertés
patikimai did¢jo greitéjant impulso kilimo grei€iui stimuly grupéje nuo 0,5 iki
5 nA/s (R?=0,8). Ta¢iau stimuly grupéje nuo 5 iki 20 nA/s patikimo perdavimo
funkcijos didéjimo nepastebéta (Pav. 4.9). Matomas perdavimo funkcijos

isisotinimas (R?=-0,1). Minéti skirtumai tarp perdavimo funkcijos veréiy, gauty
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taikant skirtingy greiciy trikampius stimulus galéty biti salygoti VP daznio
adaptacijos. Skirtingo lygio adaptacija gali salygoti skirtingas perdavimo
funkcijos vertes trikampiy stimuly atveju ir didZiausia perdavimo funkcijos

verté gaunama taikant greitus stimulus.
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|‘|\‘r\f] i
, ' '\J[lr[rrp\\wl15 mv |15mv

ff i
2nA
/\ A
500 ms 50 ms

Pav. 4.10. Motoneurono membranos potencialo kitimas (veikimo potencialai)
atsako 1 léta (1 nA/s) ir greita (20 nA/s) trikampj srovés stimulus metu.
Maksimali stimulo amplitud¢ vienoda abiem atvejais (3 nA); létesnis (ilgesnis)
stimulas sukelia didesnio daZnio ir daugiau veikimo potencialy, nei greitas
(trumpas) trikampis stimulas.

Skirtingy kilimo greiciy trikampiy stimuly metu MN generavo nevienodg

VP skai¢iy (Pav. 4.10 ir 4.11).
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Pav. 4.11. Motoneurono veikimo potencialy skaiciaus priklausomybé nuo
trikampio srovés stimulo kilimo greicio; n=9.
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Stimuliuojant 1étais (1 nA/s) trikampiais srovés stimulais sugeneruoty VP
skaicius buvo reikSmingai didesnis, nei stimuliuojant greitais (20 nA/s) (Pav.
4.10). Buvo vertintas MN VP skaicius stimuly metu (tik stimulo kilimo fazéje)
(Pav. 4.12). MN generuoja daugiau veikimo potencialy létesniy trikampiy
stimuly grupéje (nuo 0,5 iki 5 nA/s). Sie rezultatai rodo, kad kuo maziau
veikimo potencialy sugeneruojama MN stimuliacijos metu (esant greitiems
stimulams), tuo VP daznio adaptacijos jtaka perdavimo funkcijos vertei

mazesne.
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)

H'Hl””' 'H H'? f ]
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Pav. 4.12. Motoneurono membranos potencialo kitimas (veikimo potencialai)
atsaky ] jvairaus kilimo greicio trikampius srovés stimulus metu.

Taigi, MN perdavimo funkcijos verte¢ gali mazinti adaptacija, o létais
trikampiais stimulais vertinty MN perdavimo funkcijy vertés patikimai
nesiskyré nuo staCiakampiais srovés stimulais gauty perdavimo funkcijos

verciy vélyvosios adaptacijos metu (Pav. 4.13).
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Pav. 4.13. Motoneurony perdavimo funkcijy (f-I) vidutinés vertés gautos
stimuliuojant neuronus staCiakampiais ir trikampiais srovés stimulais.
Paveiksle reikSmingai patikimg skirtumg tarp skirtingy grupiy (*) rodo
Studento t-reik§mé (p<0,05); n=9.

4.2. Membranos laidumo padidéjimo jtaka perdavimo funkcijos vertei

Zinoma, kad nugaros smegeny fiziologiskai prasmingo (lokomocijos ir
refleksai) neuroninio tinklo veikimo metu MN gauna labai intensyvy sinapsinj
1€jima 1§ kity neurony, dél ko zenkliai padidéja MN membranos laidumas.

Mes MN membranos laidumg padidinome naudodami GABA receptoriy
agonistg — muskimolj. Buvo nustatyta, kad muskimolis (2 puM) MN
membranos laidumg padidino 38,6+4,9 %. Membranos j¢jimo laidumas
kontrolinémis sglygomis buvo 113,7+36,3 nS (n=10), o paveikus MN 2 uM
muskimolio tirpalu membranos j&jimo laidumas tapo 154,3+12 nS (Pav.
4.15.A).

Padidéjes membranos laidumas sumazino MN suzadinamumg —
stimuliuojant tokios pacios amplitudés srovés impulsu MN generavo mazesnj

VP skai¢iy (Pav. 4.14.A.B).
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Pav. 4.14. Motoneurono suzadinamumo sumaz¢jimas dél padidéjusio
membranos laidumo. (A) neurono atsakas j staCiakampj srovés stimulg
kontrolinémis salygomis; (B) to paties neurono atsakas i tokj pat staciakampj
srovés stimulg farmakologijos poveikio salygomis; sumaZzéjo veikimo
potencialy daznis bei jy nuolatinio generavimo laikas.

MN reobazé kontroléje buvo 1,2+0,2 nA, o farmakologiskai padidinus
laidumg reobazés verté tapo 1,9+0,2 nA (n=10) (Pav. 4.15.B). Lyginant
kontrolines ir laidumo padidé¢jimo salygotas reobazés vertes matyti, kad
padidé¢jes MN membranos laidumas reikSmingai patikimai padidino reobazg

56,4+9,1 %.
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Pav. 4.15. (A) Motoneurono membranos jé&jimo laidumas kontrolinémis ir
farmakologijos salygomis. Muskimolis padidino membranos j¢jimo laiduma
38,6+4,9 % (B) reobazés verté kontrolinémis ir farmakologijos salygomis;
muskimolis padidino reobaz¢ 56,4+9,1 %; reikSmingai patikimag skirtumg tarp
grupiy (*) rodo Studento t-reikSme (p<0,05); n=10.

Tirta MN membranos laidumo padidéjimo jtaka neurono perdavimo
funkcijai. MN membranos laidumo padidéjimas sglygojo perdavimo funkcijos
poslinkj i deSing - reobazeés padidéjimg. Tai salygojo didesniy stimuliaciniy
sroviy taikyma nei kontrolinémis salygomis (Pav. 4.16). Kontrolé¢je MN
pradiné¢ perdavimo funkcijos reikSmé buvo 66,63+7,6 Hz/nA (n=10),
ankstyvosios - 47,4+6,6 Hz/nA, o stacionariosios - 23,4+4,9 Hz/nA. Paveikus
tuos pacius MN muskimolio tirpalu ir padidinus membranos laidumg 38,6+4,9
% MN pradinés perdavimo funkcijos verté buvo 71,5+6,7 Hz/nA (n=10),
ankstyvosios - 47,6+4,0 Hz/nA, o stacionariosios - 17,26+7,8 Hz/nA (Pav.
4.17). Padidinus membranos laiduma muskimoliu pradinés, ankstyvosios ir

stacionarios perdavimo funkcijos atveju jy statumas reikSmingai nepakito.
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Pav. 4.16. Vieno motoneurono perdavimo funkcijos. Atitinkamai pradiné,
ankstyvoji ir stacionari kontrolinémis (juodi Zymekliai) bei eksperimentiskai
padidinto laidumo salygomis (pilki zymekliai); matomas perdavimo funkcijy
poslinkis i deSing, dé¢l reobazés padidéjimo.
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Pav. 4.17 Motoneurony perdavimo funkcijy vidutinés vertés. Atitinkamai
pradiné, ankstyvoji ir stacionari kontrolinémis bei eksperimentiskai padidinto
laidumo salygomis; paveiksle reikSmingai patikimg skirtumga tarp grupiy (*)
rodo Studento t-reiksmé (p<0,05); n=10.
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4.3. Nuolatinés Na" srovés jtaka perdavimo funkcijos vertei

Specifinis Nat+ kanaly blokatorius TTX ne tik blokavo veikimo
potencialy generavima, bet ir sumazino membranos depoliarizacijos lygj (Pav.
4.18). TTX poveikis hiperpoliarizuojan¢iy stimuly atsakams neturéjo jtakos.
Tai parod¢, kad TTX blokuoja ne tik VP generuojanius greitai
inaktyvuojan¢ius, bet membranos potencialo valdomg impulso metu
nejaktyvuojantj Na® laiduma. Si Na® srové atsiranda, kai membranos
potencialo verté yra teigiamesné uz membranos RP verte ir didéja iki
membranos potencialas pasiekia slenksting membranos potencialo vertg. Tai
atitinka jtekancios nuolatinés Na* srovés (Inap) savybéms, aprasytoms kituose

neuronuose.

Kontrolé +TTX V

I=—.

1 nA

slenkstis

50 ms

Pav. 4.18. Motoneurono atsakai j depoliarizuojanciy ir hiperpoliarizuojanciy
statiakampiy stimuly poveikj kontrolinémis ir TTX poveikio sglygomis. TTX
sumazino MN atsako lygj iki slenkstiniame membranos potencialo lygmenyje
del Iygp blokavimo; neurono atsakai | depoliarizuojancius staciakampius sroveés
stimulus kontrolinémis saglygomis buvo didesni (kairéje) uz to paties neurono
atsakus esant TTX poveikiui (deSingje); punktyrineé linijja Zymi slenkstinj
membranos potencialo 1ygj (Vsjenkstis)-
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4.3.1. Stacionarios nuolatinés Na™ srovés voltamperinés charakteristikos

MN atsakai 1 staCiakampius sroves stimulus kontrolinémis ir TTX
poveikio salygomis (Pav. 4.18) buvo panaudoti jvertinant Iy,p kiekybiskai.
Visuose tirtuose MN (n=11) membranos ramybés potencialas buvo stabilus ir
jokiy reikSmingy pokycCiy nebuvo pastebéta pra¢jus 50 ms po staciakampio
stimulo (200 ms trukmés) pabaigos. Tai patvirtina faktg, kad Iy.p inaktyvacijos
laiko konstanta yra keliy sekundziy eilés (Kay et al., 1998; Magistretti ir
Alonso, 1999). Todél daréme priclaida, kad Iy, MN stimuliacijos metu yra
aktyvuota ir tokia iSlieka iki stimuliacijos pabaigos. Stacionari MN sroveés-
jtampos priklausomybé (I-V) buvo vertinta pagal membranos potencialo
nuokrypius stimuliuojant MN staCiakampiais sroves stimulais. Lyginome [-V
charakteristikas kontroléje ir uzblokavus Na® TTX (Pav. 4.19). |-V
priklausomybé kontrolinémis sglygomis (Pav. 4.19, juodi taskai) sutapo su [-V
pridéjus TTX (Pav. 4.19, balti taskai) hiperpoliarizacijos metu gautomis
vertémis ir pradéjo iSsiskirti iki slenkstinés stimuliacijos metu. Tai patvirting
fakta, kad Ing salygoja TTX poveikiui jautriis ir jtampos valdomi nugaros
smegeny MN membranos laidumai. Skirtumai tarp [-V priklausomybiy

kontrolinémis ir TTX atveju parodo Inge I-V (Pav. 4.19, pilki taskai).
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Pav. 4.19. Motoneurono membranos voltamperiné (I-V) charakteristika. Inqp
(pilki taskai) buvo tirta vertinant skirtumg tarp [-V ver¢iy prie§ (juodi taSkai)
ir po (balti taSkai) TTX poveikio; punktyriné linija Zymi tiesing Inzp 1-V
priklausomybés dalj.

Tolimesniems tyrimams buvo sudarytas kiekybinis Iy, modelis. Visuose
tirtuose MN (n=11) stacionari Iy, |-V priklausomybé iki slenkstiniame
membranos potencialo lygyje buvo aproksimuota tiese (Pav. 4.19, juoda tiesé)

pagal 8ig lygcCiy sistema:

I NaP(V) = k(Vakt _Vslenkstis); v szlenkstis
INaP(V) = k(vakt _V)’ v 2Vakt szlenkstis

INaP(V) =0,V <Vakt

(1)

Cia, Vi - membranos potencialo verte, kuriai esant abscisiy asj kerta Iyap
I-V. Tai Zymi efektyvy membranos potencialg, kuris aktyvuoja Ingp. Vslenkstis -
membranos potencialo slenkstiné verté, kurig pasiekus pradedami generuoti

VP. Eksperimenty rezultatai parodé, kad Vg=-60,97+0,93 mV (n=11).
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Sinapsiniy signaly integracijoje MN labai svarby vaidmenj atlieka joniniai
membranos laidumai, kurie aktyvuojami membranos potencialui esant arti
slenkstinés vertés. Vg buvo jvertinta atsizvelgiant | membranos slenkstinj
potencialg. Nustatyta, kad Vg vert¢ yra 10,88+0,78 mV neigiamesné uz
membranos slenkstin] potencialg. Parametras k nurodo I-V priklausomybés
kreivés statumg ir gali biiti latkomas kaip efektyvaus membranos laidumo Iygp
matas iki slenkstiniame lygmenyje. Tyrimai parodé, kad k=0,054+0,009 puS.
Zinoma, kad §is dydis priklauso nuo MN dydzio, formos, Na* kanaly tankio
membranoje bei kity moduliaciniy savybiy turinciy faktoriy. Iyap reikSmingai
jtakoja MN membranos potencialy dinamikg iki slenkstiniame membranos

potencialo lygmenyje.

4.3.2. Nuolatinés Na" srovés reik§mé nugaros smegeny motoneurony

suzadinamumui

Inp itaka MIN VP generavime buvo tirta lyginant MN atsakus |
staCiakampius sroves stimulus kontrolinémis sglygomis ir inaktyvavus Ingp
dinaminio srovés fiksacijos metodo déka (zitiréti metodikg). Leidziamos j
neurong sroveés verté, dinaminio srovés fiksavimo metodu, buvo nustatoma
pagal matemating lygciy sistemg (1), kurioje parametras k buvo lygus 0,05 pS,
Vi verté buvo nustatoma kiekvienam MN atskirai, kad $i verté visada bty 10
mV mazesn¢ uz slenksting membranos potencialo verte. Rezultatai parodé, kad
Inap kompensacija (eksperimentinis inaktyvavimas) sumazino visy tirty MN
(n=11) suzadinamumo lygj (Pav. 4.20.A.B). Srovés stimulas, kuris galédavo
sukelti MN Zemo daznio veikimo potencialy generavimg kontrolinése
salygose, visada buvo iki slenkstinio potencialo lygio, kai Iy, budavo
kompensuojama dinaminio fiksavimo metodu (Pav. 4.20.A). Didesnés
amplitudés srovés stimulai sglygodavo daugiau veikimo potencialy MN

kontrolinémis sglygomis, nei esant Iy,p kompensacija (Pav. 4.20.B).
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Pav. 4.20. Iy, kompensavimas sumazino motoneurono suzadinamumo lygi.
(A) suzadinta motoneurono biisena (veikimo potencialy generavimas)
stimuliacijos metu buvo grazinta j iki slenksting membranos potencialo verte
dinaminio srovés fiksavimo metodu kompensavus Inwp;  (B)  Inap
kompensavimas sumazino veikimo potencialy skaiciy.

Inap blokavimas jtakojo ir MN perdavimo funkcijos verte. SumaZzéjusiai
reobazei buvo biidingas postimis j deSine puse f-1 priklausomybé¢je (Pav.
4.21). F-1 priklausomybés kreivés statumas tai pat padidéjo. Kompensavus lyap
dinaminiu srovés fiksacijos metodu reikSmingai 64+19 % (n=11) padidéjo
pradiné perdavimo funkcija ir 38+10 % ankstyvoji perdavimo funkcija. Sie
rezultatai rodo, kad Iy, mazina pradinés ir ankstyvosios MN perdavimo

funkcijos vertes.
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Pav. 4.21. l\,p kompensavimas padidino pradinés ir ankstyvosios perdavimo
funkcijy vertes MN; (A) pradinés f-I kreivés statumas padidéjo kompensavus
Inap; (B) ankstyvosios f-1 kreivés statumas tai pat padidéjo dél Inap
kompensavimo.

10 i§ 11 tirty MN galéjo nepertraukiamai generuoti veikimo potencialus bent 1
s, stimuliuojant neuronus staciakampiais skirtingos amplitudés srovés stimulais
(2 s trukmes) prie§ ir po Iygp inaktyvavimo. Stacionariy f-I priklausomybés
kreiviy statumai reikSmingai nesiskyré (-4+5 %, n=10, p=0,78). Inap
kompensavimo jtaka MN perdavimo funkcijai esant maksimaliam veikimo
potencialy generavimo daZniui nebuvo tirta dél riboty techniniy galimybiy

ileisti  neurong pakankamai daug srovés ir f-1 priklausomybés jsisotinimo.

74



5. REZULTATU APTARIMAS

5.1. Srovés stimulo formos jtaka motoneurony perdavimo funkcijos

vertinimui

Misy atlikty eksperimenty rezultatai patvirtino kity tyréjy anksSc¢iau
atlikty tyrimy iSvadas, kad vézlio nugaros smegeny MN perdavimo funkcijos
verte, tirta taikant staCiakampius kintamos amplitudés srovés stimulus,
reikSmingai maz¢ja dél VP adaptacijos (Hounsgaard et al., 1988b). Atlikty
eksperimenty rezultatai tai pat parodé¢, kad pradinés vézlio nugaros smegeny
MN perdavimo funkcijos vert¢ yra daugiau nei tris kartus didesné uz
stacionarig perdavimo funkcijg. Parodéme, kad pradiné MN perdavimo
funkcijos verté yra reikSmingai didesn¢ ne tik uz stacionarg, bet ir uz
ankstyvaja perdavimo funkcijos verte. Sis rezultatas rodo, kad MN perdavimo
funkcijos vertés mazéjimas prasideda jau po pirmyjy VP, kurie generuojami
kaip atsakas ] MN membrang depoliarizuojant] sta¢iakampj srovés stimulg
(Hounsgaard et al., 1988b). Misy tyrimai parodé¢, kad MN perdavimo funkcijy
statumai priklauso nuo elektriniam MN stimuliavimui taikytos metodikos.
Parodéme, kad MN perdavimo funkcijy vertés, gautos MN stimuliuojant 1étais
trikampiais srovés stimulais (Bennett et al., 2001a; Button et al., 2006; Harvey
et al., 2006c; Hultborn et al., 2004; Lee ir Heckman, 1998, 2000), yra tokios
pat kaip ir stacionariy perdavimo funkcijy vertés, nustatytos taikant
staCiakampius srovés stimulus MN stimuliacijai. Atlikty tyrimy rezultatai
leidzia mums teigti, kad MN stimuliacijai taikant trikampius sroves stimulus ir
Ju pagalba vertinant perdavimo funkcija gaunama ne visa galima informacija.
Staciakampiy srovés stimuly metodika pateikia i§samesn¢ informacijg apie MN
perdavimo funkcijos vertes ir jy kitima. Mokslingje literattiroje teigiama, kad
MN perdavimo funkcija gali biiti matematiSkai apraSoma dvejomis skirtingy
statumy tiesémis: pirminé perdavimo funkcijos dalis (I faz¢) apraSoma
mazesnio statumo tiese VP diapazone nuo 0 iki 20 Hz, o perdavimo funkcijos

kitimas esant didesniems VP dazniams (20-200 Hz) ir srovéms apraSomas kita
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(IT fazé) statesne tiese (Hounsgaard et al., 1988b; apzvelgta Kernell, 2006).
Misy rezultatai leido tinkamai jvertinti MN perdavimo funkcijos kitimag tik
didesniy VP dazniy ir sroviy diapazone (Il fazéje), nes pradin¢ mazesniy VP
dazniy ir sroviy sritis (iki 20 Hz) buvo stebima ne visose tirtose 1gstelése. MN
perdavimo funkcijy vertés buvo tirtos esant tokioms stimuliuojancioms
srovéms, kurios saglygodavo istisini MN VP generavimg viso stimulo metu (2
s). Siame stimuliuojanéiy sroviy diapazone perdavimo funkcijos kitimas buvo
tiesinis, kuris esant pakankamai dideléms srovéms salygojo perdavimo
funkcijos jsisotinimg. Remiantis Siame tyrime taikyty elektriniy stimuly
vertémis ir jy déka sukelty MN VP dazniy diapazonu (nuo 20 iki 120 Hz)
galima teigti, kad MN pradiné perdavimo funkcija kinta ne I ir II VP dazniy
diapazone, kaip teigia kiti tyréjai (Hounsgaard et al., 1988b; apzvelgta Kernell,
2006), o tik 11.

5.2. Trikampiy srovés stimuly kilimo greicio ir adaptacijos jtaka

motoneurony perdavimo funkcijos vertinimui

Misy eksperimentuose naudoty trikampiy sroves stimuly kilimo greitis
gali biiti svarbus veiksnys nustatant konkrecig MN perdavimo funkcijos verte.
Trikampiy stimuly elektriniai parametrai (kilimo ir leidimosi greitis, maksimali
amplitudé ir trukmé) gali keisti MN perdavimo funkcijos verte. Kiti tyréjai
daznai naudoja jvairaus kilimo greicio (greitesnius arba létesniu) trikampius
srovés stimulus nuo 0,4 iki 6 nA/s tiriant perdavimo funkcija (Bennett et al.,
2001a; Button et al., 2006; Harvey et al., 2006c; Hounsgaard et al., 1984,
1988a; Lee ir Heckman, 1998). Svarbu paminéti, kad tiriami gali buti jvairiy
dydziy MN, turintys skirtingg somos plota, dendritinj medj, kuris salygoja
jéjimo varza ir membranos potencialo slenksting verte bei reobaze. Sie MN
parametrai gali didinti perdavimo funkcijy variabiluma. Miisy eksperimentuose
taikyty trikampiy srovés stimuly kilimo greitis buvo kei¢iamas nuo 0,5 iki 20
nA/s bandant jvertinti ne tik stacionarios, bet ir pradinés perdavimo funkcijos

verte. DidZiausia MN perdavimo funkcijos verté taikant trikampiy stimuly
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metodikg buvo 23,7£8,6 % (n=9) didesn¢ uz stacionarig perdavimo funkcijg
vertintg taikant staciakampiy srovés stimuly metodikg. Taciau pradiné
perdavimo funkcijos verté buvo reikSmingai didesné 60,9+4,8 %, o ankstyvoji
perdavimo funkcija didesn¢ 52,9+3,3 % uz didZiausig perdavimo funkcijos
vert¢ gautg taikant jvairiy kilimo greiciy trikampius srovés stimulus. Trikampiy
sroves stimuly atveju tirtos MN perdavimo funkcijos vertés reikSmingai did¢jo,
kai trikampiy srovés stimuly kilimo greitis didéjo nuo 0,5 iki 5 nA/s, taciau
kilimo greit; padidinus iki 20 nA/s, perdavimo funkcijos verté pasieke
jsisotinimg ir nebedid¢jo. Miisy rezultatai parodé, kad didéjant trikampio
stimulo kilimo grei¢iui nuo 5 iki 20 nA/s, MN perdavimo funkcijos verté
reikSmingai nekito. VP skaifius buvo atvirk§Ciai proporcingas trikampio
stimulo kilimo grei¢iui. Nustatyta neigiama koreliacija tarp trikampio srovés
impulso kilimo grei¢io ir MN membranos slenkstinio potencialo. Sie tyrimy
rezultatai gali biiti grindziami tuo, kad dalis potencialo valdomy Na* kanaly,
kuriems biidinga greita inaktyvacija, yra inaktyvuoti léty trikampiy stimuly
atveju (Henze ir Buzsaki, 2001; Munoz ir Fuentealba, 2012).

Zinoma, kad pédsekiné MN membranos hiperpoliarizacija salygoja MN
perdavimo funkcijos verte (Vervaeke et al., 2006; Vogalis et al., 2003) ir
sukelia VP daznio adaptacija (Powers et al., 1999; Sawczuk et al., 1995, 1997).
Misy eksperimenty rezultatai rodo, kad nugaros smegeny MN VP daznio
adaptacija prasideda jau nuo pirmo sugeneruoto VP stimuliuojant MN
staCiakampiu vir§ slenkstiniu srovés stimulu. Taikant MN elektrinei
stimuliacijai trikampius srovés stimulus MN membranos potencialas
depoliarizuojamas laipsniskai iki tam tikros vertés. Siuo atveju MN VP daZnis
priklauso nuo momentinés stimulo srovés dydZio ir adaptacijos lygio. Ca®*
patekimas | lgstele VP metu jtakoja létg pédseking hiperpoliarizacijg, kuri
salygoja adaptacijos mechanizmg ir perdavimo funkcijos vert¢ (Hounsgaard ir
Mintz, 1988; Powers et al., 1999; apzvelgta Rekling et al., 2000). Tyrimo
rezultatai parodé, kad MN generuoja daugiau VP, kai jie -elektriSkai
stimuliuojami létesniais (mazo kilimo grei¢io) trikampiais srovés stimulais, o

kai impulso kilimo greitis didéja, VP kiekis Zenkliai maz¢ja. Remiantis Siais
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rezultatais galima teigti, kad taikant greitus trikampius srovés stimulus MN
sukeliama mazai VP ir pasireiskia silpnesné VP adaptacija.

Remiantis gautais rezultatais galima buty teigti, kad MN perdavimo
funkcijos tyrimui ir jvertimui metodiSkai tinkamesni yra staciakampiais sroveés
stimulai nei trikampiai. Tai ypa¢ aktualu, kai norima tirti perdavimo funkcijos

modifikavima.

5.3. Padidéjusio membranos laidumo jtaka motoneurony suzadinamumui

ir perdavimo funkcijai

Zinoma, kad esant aktyvuotam neuroniniam tinklui, MN membranos
laidumas gali padidéti iki 800 % (Berg et al., 2008). Musy atlikty tyrimy
rezultatai parodé, kad muskimolio sukeltas membranos laidumo padidéjimas
reik§mingy poky¢iy perdavimo funkcijos statumui neturéjo. Sie rezultatai
nepriestarauja kity tyréjy rezultatams, kuriuose teigiama, kad MN membranos
laidumas neturéty keisti perdavimo funkcijos verciy. Padidéjes membranos
laidumas nekei¢ia perdavimo funkcijos verteés tiriant katés galvos smegeny
zievés neurony modelius (Holt ir Koch, 1997). Modeliavimo rezultatai parodé,
jog Suntuojantis sinapsinis slopinimas fiziologinémis sglygomis turéty jtakoti
ne perdavimo funkcijos statumg, o jos poslinkj srovés aSies atzvilgiu.
Dinaminio srovés fiksavimo metodu katés stuburo smegeny MN nustatyta, kad
sinapsinio slopinimo metu padidéjes membranos laidumas sumazina VP daznj,
taCiau nekeicia perdavimo funkcijos kreives statumo (Brizzi et al.,, 2004).
Tiriant Ziurkiy CAl (galvos smegeny hipokampo sritis) srities piramidiniy
neurony perdavimo funkcija in vitro parodyta, kad padidéjusio neurono somos
membranos laidumo metu sumazéja stacionari perdavimo funkcija, taciau
pradiné perdavimo funkcija nepakinta (Fernandez ir White, 2010).

Misy atliktuose tyrimuose MN perdavimo funkcija buvo tirta nugaros
smegeny pjiviuose, kai fiziologiSkai normaliai nebeveikia neuroninis tinklas ir
MN sinapsiniai j¢jimai yra neaktyvis. Reikia atkreipti démes; | tai, kad MN

perdavimo funkcijos tyrimas taikant vidulgsteling elektring stimuliacijg néra
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pilnai adekvatus fiziologiSkai nattraliam MN suzadinimui veikiant
sinapsiniams jéjimams. Muskimolio sukeltas laidumo padidéjimas (38,6+4,9
%) yra maZesnis nei nugaros smegeny neuroninio tinklo veikimo metu (Berg
2008). Kita vertus, tokio tipo nenattiralus MN aktyvavimas leidzia greitai ir
efektyviai tirtt MN elektrinius atsakus esant ne tik fiziologiSkai normalioms,
bet tyr¢jo nustatytoms eksperimentinémis sglygomis, kai parenkami specifiniai
dirgikliai ir tiriama tik jy jtaka. Visa tai buty labai sudétinga padaryti veikiant

tik natiiraliam sinapsiniam aktyvumui ir jtakojant neuroniniam tinklui.

5.4. Nuolatinés Na"* srovés jtaka motoneurony suzadinamumui ir

perdavimo funkcijai

Parodéme, kad véZzlio nugaros smegeny MN savybes veikia Iyap. Inap gali
salygoti svarbius procesus sinapsiniy signaly integracijoje ir informacijos
apdorojime MN. Nustatéme, kad Iy,p didina MN suzadinamumg ir mazina
prading perdavimo funkcijos verte, o stacionarios perdavimo funkcijos
nejtakoja. Kity tyréjy buvo parodyta, kad blokuojant Iy, Ccheminiu
blokatoriumi riluzoliu MN perdavimo funkcijos vertés lyginat prie§ ir po Ingp
inaktyvacijos reik§mingai nepakito (Harvey et al., 2006c). Tyréjai elektrinei
MN stimuliacijai taike 1étus trikampius srovés stimulus. Jy rezultatai patvirtina
miisy rezultatus, kad Iygp nejtakoja stacionarios perdavimo funkcijos vertés, o
trikampiai sroveés stimulai metodiSkai tinkami tirti tik stacionaria MN
perdavimo funkcija.

Manoma, kad perdavimo funkcijos reguliacija vyksta dél sgveikos tarp
Ingp it membranos laidumy pokyciy, kurie nulemia membranos potencialo
vertes tarp atskiry VP (Chance et al., 2002; Vervaeke et al., 2006). Ankstesni
kity tyréjy darbai parodé, kad Iy, padidina pédseking hiperpoliarizacija
(Hounsgaard ir Mintz, 1988), ir taip suformuoja neigiama grjztamga rysj, kuris
reguliuoja VP daznj

Misy taikytas Insp apibiidinimas matematiSkai kaip tiesinés funkcijos

turin€ios slenkst] ir jsisotinimg yra adekvatus tik iki slenkstiniame membranos
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potencialo lygmenyje. Vir§ slenkstinés joninés srovés yra deSimteriopai
didesnés uz iki slenkstines sroves, todél Iygp savybés yra svarbios membranos
potencialui esant iki slenkstiniame lygyje. Parametrai k ir V, taikyti Siame
matematiniame modelyje taikytini tiriant Iy, tik membranos potencialui esant
iki slenkstiniame lygyje. Siy tyrimy atveju buvo ignoruojamos neurono
kabelinés savybés ir galimai netolygus joniniy kanaly pasiskirstymas MN
membranoje. Minéti matematinio modelio salygy supaprastinimai jgalina
pvertinti Iy dyd] ir poveikj. Taigi, jvertinus minétas metodines aplinkybes
misy iSvada apie tai, kad Iy,p mazina prading MN perdavimo funkcijos verte
yra kokybiniu poZidiriu patikima, ta¢iau maksimaly Iy, dydj ir kitas savybes

dar reikia papildomai istirti.
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ISVADOS

Motoneurony perdavimo funkcijos vertés stimuliuojant motoneuronus
trikampiais srovés stimulais sutampa su stacionaria perdavimo funkcija

gauta stimuliuojant motoneuronus stac¢iakampiais srovés stimulais.

Staciakampiai, bet ne trikampiai srovés stimulai tinkamiausi vertinti

prading ir ankstyvaja perdavimo funkcijy vertes.

Motoneurono membranos laidumo padidéjimas nekeicia perdavimo

funkcijos statumo.
Nuolatiné Na" srové padidina motoneurono suzadinamumo lygj, maZina

prading ir ankstyvaja perdavimo funkcijy vertes, tafiau nejtakoja

stacionarios perdavimo funkcijos.
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vykusiuose Europos struktiiriniy fondy paramos biofarmacijos
nacionalinés kompleksineés programos projekto
»Biotechnologijos ir biofarmacijos sektoriui reikalingy aukstos
kvalifikacijos specialisty rengimo tobulinimas (BIOTEFA-A)*
mokymuose (Vilnius, Lietuva).

ERASMUS stazuoté Oslo Universiteto, Medicinos fakulteto,
Fiziologijos Katedroje (Norvegija).

Tarptautiné mokykla ,,FRAME Reduction Steering Committee
Training School in the Experimental Design & Statistical
Analysis of Biomedical Experiments® (Mancesteris, Didzioji
Britanija).

Dalyvauta seminare ,Paraisky raSymas moksliniams
projektams*, organizuotame vykdant ES struktiiriniy fondy
finansuojamg projekta ,,Biofizika: biofizikos magistriniy ir
doktorantiiros studijy programy modernizavimas® (Vilnius,
Lietuva).

Tarptautine mokykla ,, Advanced methods in biophysics*
(Trakai, Lietuva).

Dalyvauta Europos struktiiriniy fondy paramos projekto
“Biofizika: biofizikos magistriniy ir doktoranttros studijy
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programy  modernizavimas,, ~ praktiniuose  seminaruose
,Nuotolinio mokymosi kursy teikimas. Virtualios mokymosi
terpés®, kuriuos organizavo KTU Distancinio mokymo centras
(Trakai, Lietuva).

Dalyvavimas projektuose:

2011 - 2012

2010 - dabar

2009 - 2009

2006 - 2007

»Nugaros smegeny refleksy aktyvavimo mechanizmy
tyrimas®, Lietuvos Mokslo Tarybos projektas (MIP-089/2011).
Pareigos projekte: jaunesnysis mokslo darbuotojas.

»Biotechnologijos ir biofarmacijos sektoriui reikalingy aukstos
kvalifikacijos specialisty rengimo tobulinimas (BIOTEFA-
A)“, Europos struktiiriniy fondy paramos biofarmacijos
nacionalinés kompleksinés programos projektas (VP1-2.2-
SMM-09-V-01-009/PARS-13700-11557). Pareigos projekte:
jaunesnysis mokslo darbuotojas.

»Nugaros smegeny motoneurony aktyvavimas plaukimo
metu”, Lietuvos valstybinio mokslo ir studijy fondo
finansuojamas projektas (VMSF T-32/09). Projekto vadovas:
doc. dr. Aidas Alaburda. Pareigos projekte: vyresnysis
specialistas.

,Biofizika: biofizikos magistriniy ir doktoranttros studijy
programy  modernizavimas®“. ES  strukturiniy  fondy
finansuojamas projektas (BPD2004-ESF-2.5.0-01-04/0027).
Projekto vadovas: habil. dr.,, prof. Osvaldas RukS$énas.
Pareigos projekte: vyresnysis specialistas.
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