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Ivadas

Neuronas sinapsines srovgsginas) transformuoja veikimo potencial sek (is¢jimas).
Sia transformacij apibidina neurono perdavimo funkcija, kuri yra daZniovés
priklausomyl (f-I). Perdavimo funkcy galima tirti eksperimentiSkai- tai neurono
atsakas (VP daznig)skirtingn amplitudZiy pastovios srass impulsus. Si daZnio-sres
(f-) priklausomyle dazniausiai tiesi) kurios polinkis charakterizuoja atsako jautsum
Srows pokyiui.

VP, bei jo self generavim labaiitakoja sros, kurias generuojgampos valdomi join
kanalai. Viena toki sroviy yra pastovi natrio jan srov (Inap), kuri aptikta pries tris
deSimtmeius. Ypatinga Si sravtuo, kad aktyvuojasi ikislenkstiseitampos vegse, bei
neinaktyvuojasi per fiziologiskai prasmingus laitavpus depoliarizavus membearsi
srow galijtakoti tiek VP self generavim, tiek perdavimo funkcij.

Tyrimuose su integruotais preparatais aptikta, kadroninio tinklo veikimo metu
Zenkliai kekiasi neurono savyis- mazja lasteks j¢jimo varza. Sis varzos mgimas
siejamas su padiflisiu sinapsinit¢jimu. Siomis glygomis gali Zenkliai pakisti neurono
perdavimo funkcija.

Bendru atveju tiriant neur@nyra nezinoma nei iS kur signalas gaunamas, neijigur
siurtiamas. Misy tyrimo objektas- motoneuronai yra paskétinerwy sistemos dalis,

inervuojanti raumenis. Tétlmotoneurono atsakgalima interpretuoti tiesiogiai.

Darbo tikslas.
Pagrindinis darbo tikslas iSsiaiskinti kaigd bei hsteks varzos sumazinimasakoja

motoneurono perdavimo funkgij

Darbo uzdaviniai.
e Nustatyti pastovios natrio jan srows jtaka lasteks savyldms (reobazei,
perdavimo funkcijai).
e Nustatyti kaip 4steks savylds (reobag, perdavimo funkcija) keéiasi sumazinus

lasteks i¢jimo varz.



Literatiiros apzvalga.

1. Motoneurono perdavimo funkcija.

Motorini vienet, galimaisivaizduoti kaip kodavimo ir dekodavimo grangi(Pav.1.1)
(Kohn and Vieira 2002)I motoneuron kiti neuronai per sinapsgserduoda signal
kurio amplitu¢ koduoja informacy apie signalo intensyvuan Jei paduotas signalas
motoneurone virSija slenkstai motoneuronas sugeneruoj& @éikimo potencial (VP).
VP amplitués vienodos, o informacija apie stimulo intensyaukoduojama VP dazniu.
Motoneuronagnervuoja raumeninskaiduh, kuri priima veikimo potencialus, ir juos
atsako tolydziu signalu- susitraukimma.
Galima iSskirti tris transformacijos etapus nuoagisini; iéjimu iki motoriniy vienety
i5¢jimy (Binder et al. 1996):

e Sinapsini sroviy perdavimas is sinapsi motoneurono som:

e Sinapsini sroviy pakeitimag motoneurono VP dagn

e Motoneurono VP daznio pakeitimagaumens skaidulogga.

Peinanti srove | | Motoneuro- Faumens skaidula Susitraukimo
S0ma, nas Jéga

Dekodavimas

Kodavimas

Pav. 1.1. Motorinis vienetas kaip kodavimo- dekaatavgrandirs.



Mus domina vidurinysis transformacijos etapas, ditaapsigs srovs paketiamos VP
seka. S transformacyi apitidina perdavimo funkcija, kuri gali @b tiriama

eksperimentisSkai, kaip VP daznio priklausor@yluoileidziamos srogs (f-1 santykis).

1.1. Motoneurono perdavimo funkcijos reguliacija.

Neuronai atsakydami stimuh VP generuoja skirtingai: pavyzdziui vésl tektume
neuronaii stimuh gali atsakyti reguliariu VP generavimu (Pav.1.2A/P generuoti
greitjanciai (Pav.1.2B), plipsniais (Pav.1.2D) arba atsakytistimuk vieninteliu VP
(faziniai neuronai) (Pav.1.2C) (Gutmaniene et @03).
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Pav.1.2. A) reguliarus VP generavimas; B) gjaittis VP generavimas; C) fazinis VP
generavimas; D) pipsninis VP generavimas (Gutmaniene et al. 2003).

Miasy tyrimo objektas, #Zliu nugaros smegarmotoneuronai depoliarizujaios srovs
impulsus atsako ritmiSku VP generavimu. VP genanavdaznis pasiekia maksimali
verte kai tik jjungiama depoliarizuojanti sréy tfiau jis pradeda zenkliai méz ir
pasiekia santykinai pastavivert po keletos sekundgi(Pav.1.3.) (Hounsgaard et al.

1988). Tai VP generavimas su adaptacija.
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Pav.1.3. VP generavimas su adaptacija. A- motomeuatsakasg srowes impuls; B- atsaka$
didesn srows impulg; C- VP daznis stimuliavimo eigoje (Hounsgaardle1888).

Ankstesniuose tyrimuose nusiaie, kad motoneurono perdavimo funkcija (f-1) diasi
laike. Stimulo pradZioje ji yra stateésmei stimuliavimo pabaigoje (Guzulaitis 2007). Sis
f-1 kitimas gali kiti salygojamas VP daznio adaptacijos, ébtriant perdavimo funkcy
svarbu atsizvelgtj tai kuriuo laiko momentu analizuojamas VP dazisrint geriau
suprasti motoneurono perdavimo funkcyjra prasminga apzvelgti mechanizmus, kurie
salygoja VP sekos generavinsu adaptacija, tai padarysime 2 skyriuje.

Neuroy VP generavim Zenkliai jtakoja srogs, kurias generuoja nugampos
priklausomi jom kanalai (Alaburda et al. 2005). Sios srewjali jtakoti ir neurono

perdavimo funkcg. Masy darbe buvo tiriama pastovio natrio jpsrows (Inap) itaka



motoneurono perdavimo funkcijai, t@d Inap generuojatius kanalus, sras
charakteristikas, jos galimas funkcijas, tiaka neurono perdavimo funkcijai aptarsime 3
ir 4 skyriuose.

Dazniausiai neuran savyles tiriamos smegen pjuviuose, o0 siekiant mazesnio
neuroninio tinklo ,triukSmo* blokuojami sinapsiniperdavimai. Tokiu ©du galima gana
tiksliai nustatyti neurono, izoliuoto nuo likusieuroninio tinklo, savybes. Tau yra
nustatyta, kad veikiant neuroniniam tinklui, Zeakididéja neurono laidumas (Alaburda
et al. 2005). Sis laidumo padjinas taip pat galitakoti neurono perdavimo funkgij
Kokiu badu galima sukelti neurono laidumo pagjicha, ir taip priaréti prie silygu
artimy neuroninio tinklo veikimo metu, aptarsime 5 skjgiu



2. VP daZnio adaptacija.

Daugelis jaudrjjy lasteliy i virSslenkstin jleidziamos sroés impuls atsako momentine
veikimo potencial salve, kurios daZnis laikuicbant ma#ja. Sis veikimo potencial
daznio sumagimas vadinamas veikimo potenaig]VP) daznio adaptacija (Powers et al.
1999).

Ziurkés motoneuronuosgnervuojaiiuose liezuy isskiriamos trys adaptacijos faz
pradire, ankstyvoiji ir \elyvoji (Powers et al. 1999). Pradifiaze susideda i$ staigaus VP
daznio kritimo, kuris yra tiesinlaiko funkcija. Po jos seka labiau laipsniSkas &iaias-
ankstyvoji faz. Jos funkcija artima dvigjeksponetiy sumai, kurios laiko pastovioji
250 ms. Paskutinioji- dyvoji fazé, tai letesnis eksponentinis procesas, kurio laiko
pastovioji 10- 20 s. (Powers et al. 1999)

Aptiktas jdomus adaptacijos reiSkinys: interneuronuose (s@$kai negeneruojantys
VP) aptikta uzlaikyta pradinadaptacija- VP daznis po poros VP pakyla, o tikau
mazja (McDonagh et al. 1999).

Manoma, kad pirmieji didelio daznio VP reikalingieitam raumens susitraukimui, o
pastoviai raumenggai palaikyti uztenka ir mazesnio daznio VP (Sawczual. 1995).
Priezastis tokio VP generavimo galitbenergijos taupymas. Buvo nustatyta, padavus
vienody impulsy i skirtingus motoneuronus, kad motoneuronuose b@tacigpps per
sekun@ buvo sugeneruojama apie 100 VP, tuo tarpu motonewse su adaptacija tik
65 VP. Pirmoji kodavimo- dekodavimo sistema (be paaleijos) yra neefektyvi
energetiniu potiriu, lyginant su antja (su adaptacija) (Kohn and Vieira 2002). Taip pat
buvo nustatyta, kad motorinis vienetas pasizymiatiaptacija gali sugeneruoti didésn
jégos raumens susitraukamnei motorinis vienetas be adaptacijos (Kohn anelirg
2002).

Yra manatiy, kad \élyvoji adaptacijos faz gali biti susijusi su nuovargiu atliekant
nepertraukiamp raumens susitraukigr(Miles et al. 2005).

Pagrindiniai 4steliniai mechanizmai, sukeliantys VP daznio adaptanéra visiSkai
iStirti. Taip yra todl, kad adaptacijos mechanizmas susideda iS daugetigonesiuy
(lentek 1.).
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Lentek 1. Galimi mechanizmai sukeliantys VP daZnio ada@ptdSawczuk et al. 1997).

Faz Santykire reikSme, % | Laiko trukng, s Galimi mechanizmai

Pradire 74 £ 27 Trukié = 0.038 +*| mAHP sumacija, greita Na kanah
0.011 inaktyvacija

Ankstyvoji | 13+£16 =0.24 £0.37 Nuolatim Na srows inaktyvacija,

SAHP, M-tipo K’ srow, leta Na kanal
inaktyvacija, N&K" siurblio aktyvumas

prisotinimas C# izoliuoty sisteny

Veélyvoji 14 +£10 =23+19 Tas pats kaip ankstyyejtazje

Labiau istirtus mechanizmus aptarsimeiaa.

2.1. Rdsekire hiperpoliarizacija (AHP).

Po kiekvieno veikimo potencialo seka gerai atakimbos greita (fAHP) iréta (SAHP)
(kitur ji vadinama vidutids truknes (mAHP)) pdsekires hiperpoliarizacijos
(Hounsgaard et al. 1988).

Kanalai generuojantys AHP

Siuo metu yra zinomos trys kalcio valdgrkalio kanal, grupss: dideli (BK), vidutiniai
(IK), bei mazi (SK) (B.Hille 2001). Sie kanalai pasuskirstyti dl laidumo: BK kalio
kanalai pasizymi itin dideliu laidumu, IK laidumgisa Siek tiek mazesnis lyginant su BK,
o SK kanal laidumas yra net daugiau nei 10 kamaZzesnis uz BK tipo kanalaidum.

SK kanalai generuoja srewatsaking uz sAHP (B.Hille 2001), o BK kanalai- uz fAHP
(Christof Koch 1999).

fAHP

BK tipo kalio kanad sudaro dviej skirtingy tipu subvienetai:a subvienetai, kurie
formuoja pos, ir B subvienetai, kurie atsakingi uz kanalo reguliavifmokcija (Vergara
et al. 1998).

Srow, kurig sugeneruoja BK kalio kanalai, vadinamdChristof Koch 1999)..ltai gana

didek iSeinartioji srove, kurios aktyvumas priklauso nuo kalcio koncenjoecilasteks

11



viduje) ir itampos. Ji greitai aktyvuojama kai kalcis patepkssteks vidu po kiekvieno
veikimo potencialo. Sios srés funkcija- hstebs repoliarizacija po VP ir greita
pédsekire hiperpoliarizacija (FAHP). Sisrow uZblokavus su TAEabteks repoliarizacija
létéja, o FAHP amplitud sumazja (Sah 1996).

Atlikus tyrimus su ziurks nucleus tractus solitarii neuronais, BK kanalus blokuojant
ChTX'u, jokiy pakyiu VP daznio adaptacijoje nebuvo pastab(Yen et al. 1999). Tai
leidzia daryti iSvad, kad didelio laidumo nuo kalcio priklausomi kalikanalai
neprisideda prie VP daznio adaptacijos.

SAHP (mAHP)

SK kanalai #ra priklausomi nuatampos, taip patyj neveikia TAE, beiy jautrumas
kalcio jonams yra didesnis, nei BK kandB5ah 1996). Pro SK tipo kanalus tekanti kalio
jony srow arba repoliarizuoja, arba net hiperpoliarizuagtdk, kai kalcio koncentracija
lasteks viduje padidja (B.Hille 2001). Sie kanalai uzdaryti prie randgbpotencialo
(Lape and Nistri 2000).

Veikimo potencialo metu greitadteks depoliarizacija aktyvuoja daugylnuo jtampos
priklausomy kalciniy kanal;, ko pagkoje iéjes kalcisi lasteks vidy aktyvuoja kalio
kanalus atsakingus uz mAHP (kitur sAHP) (Powerale1999). Todl manoma, kad SK
kalio kanalai yra lokalizuoti arti kalcio kanglkurie valdomijtampos (Vergara et al.
1998).

Pedsekires hiperpoliarizacijos srag dydis priklauso nuo veikimo potengaiatiaznio
(Christof Koch 1999). Kuo VP daznis didesnis, tuslFA amplitu@¢ didesi. Jei du
veikimo potencialaiijvyksta per trumgp laiko tarp, tai antrasis VP galivykti priesS
sunykstant kalcio koncentracijai agtebs viduje), bei pries iSnykstant kalcio
aktyvuojamam kalio laidumui iki ramyb potencialo veés (Powers et al. 1999). Sio
proceso iSvadoje sumuojasi abu kalio laidumaidegjdi AHP.
Motoneuronuosenervuojaiuose liezuy nustatyta, kad mAHP amplitédyra apie
10mV (po vieno veikimo potencialo), ajtmas eksponentinis su laiko pastgai (2312
ms), magjimas taip pat eksponentinis, tik laiko pastovidb0+10 ms) (Pav.1.4.) (Lape
and Nistri 2000).

12
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Pav.1.4. mAHP (Lape and Nistri 2000).

Srow, sukeliam SK kanal, galima blokuoti uZ#stelin C&* pakeitus ta psa
koncentracija C8 (Lape and Nistri 2000) arba Mh(Powers et al. 1999). Po tokio
srows blokavimo mAHP iSnyksta (Lape and Nistri 2000¢i MP daznio adaptacija
rySkiai sumagja pradzioje (tik paleidus srey (Powers et al. 1999). Tai parodo, kad
MAHP labiausiajtakoja adaptacijpradireje fazje.

Kitas ludas blokuoti & srow naudojant SK kalio kanal blokatoriy apamin-
neurotoksin iSskiriamy i biciy nuod; (John M.Power et al. 2000). Apaminas zenkliai

padidina neurono VP dagrkas rodo adaptacijos sundpeha (Lape and Nistri 2000).

2.2. M-Sro\é.

M-srows vardas atsirado, kai buvo nustatyta, kad acetiltés veikdamas per
muskarininius receptoriusassrow blokuoja (M=muskarininis) (B.Hille 2001). M-srév
padeda repoliarizuoti membrampo veikimo potencialo, ribojaasteks jautruma, bei
mazina VP dazn(B.Hille 2001).

Kanalai generuojantys M-srow

M-srow generuoja KCNQ Seimos kalio kanalai, kurie valdgampos (B.Hille 2001).
KCNQ kalio kanal Seimy sudaro Sie atstovai: KCNQ1, KCNQ2 ir KCNQ3 (Wangke

1998).

Kad nustatyti, kuris kanalas generuoja M-gtawarlés oocitus buvo suSvirkiama Si

kanal; mRNR (Wang et al. 1998). Remiantis Siais eksperntaie buvo padaryta iSvada,

13



kad M-sroe generuoja kalio kanalai sudaryti iS KCNQ2 ir KCNQRibvienai
(heteropolimeras) (Wang et al. 1998).

M-srovésjtaka VP daznio adaptacijai

Acetilholinas gali veikti nikotininius receptoriusukeldamas greit trumpalaik
suzadinim, arba muskarininius receptorius sukeldamat, lilgalaiki suzadinim
(Nowak and Macdonald 1983). Ach (arba muskarinasjkdamas muskarininius
receptorius sukelia éla membranos depoliarizagjj kuri siejama su sum&gusiu
membranos laidumu (blokuojami kalio kanalai) (Novesid Macdonald 1983).

M-srow galima blokuoti muskarinu (Alaburda et al. 200XE991 (Alaburda et al.
2002;Wang et al. 1998), linopiridinu (Aiken et 4895). Tirtuose neuronuose Sios SOV
blokavimas sukelia sumgusia adaptacy (Aiken et al. 1995;Alaburda et al. 2002;Wang
et al. 1998). Be to blokuojant M-sr@lastek depoliarizuojama, kas leidzia daryti iS4ad
kad M-sro¢ padeda palaikytabkteks ramylés potencial (Aiken et al. 1995).

Pavyzdziui suaugusioé¥lio nugaros smeganneuron paveikus muskarinu stebimas
rySkus VP daznio padégimas (Alaburda et al. 2002) (Pav.1.5.). Kaip Zimaskarinas
taip pat aktyvina pastovios sksviéjima i lastek per L-tipo kalcinius kanalus (Svirskis
and Hounsgaard 1998), o tai sukelia uzdeMP daznio didjima. Pridtjus L-tipo
kalciniy kanal; blokatorio- nifedipino, Sis uzdelstas VP dazniaiggimas iSnyksta
(Pav.1.5.) (Alaburda et al. 2002). k& VP daznio padigimas ir siejamas su M-srés
blokavimu (Alaburda et al. 2002). Pgds atropino, kuris atblokuoja muskarininius
receptorius matome, kad VP daznis stipriai sufisafAlaburda et al. 2002). Sis

eksperimentas pagrindzia M-sém\jtaka adaptacijoje.

14
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Pav.1.5. VP daZnio adaptacija kon¢je] pridejus muskarino, prigus nifedipino ir pridjus
atropino (Alaburda et al. 2002)

2.3. hap

Aptikta, kad VP daznio adaptacija susijusi su wedk potencialo formos pakitimais:
mazjant VP dazniui maja VP aukstis, ilgja jo trukme, bei mazgja VP depoliarizacijos
ir repoliarizacijos greiai (Zeng et al. 2005). Manoma, kad Sie VP pakitim&P daznio
adaptacija yra susijusi su pastoviemartios sros inaktyvacija (Zeng et al. 2005).
Motoneuronamsnervuojantiems liezuvbudingos pastoviogtekar€ios natrio (hap) ir
kalcio srovs. Norint nustatyti, kuri sravbadinga tiriamam neuronui, udtelinis CaCl
buvo pakeistas MnG| ta&tiau sroé neidnyko. Be to srav blokuojama TTX'u. Sie
rezultataijrodo, kad taidap (Zeng et al. 2005).

Inap BUVO blokuojamos phenytoin‘u (Zeng et al. 2005jluzoliu (riluzole) (Miles et al.
2005). Nors po sras blokavimo VP auksStis sumgd (Zeng et al. 2005), &&au nei
pradirgje, nei lyvesrese adaptacijos fage esminj skirtumy neaptikta (Miles et al.
2005;Zeng et al. 2005).
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Tyrimo neigiamagezultatas ({ap neprisideda prie VP daznio adaptacijos) aiSkinamas
tuo, kad sumaijusi VP amplitud, gali sukelti mazesgrkalcio j¢jima i lastek, o tai lemia
sumazjusj kalcio aktyvuojam kalio kanal, laiduma, kuris lemia AHP. Tokseinargiy ir
iSeinargiy sroviy balansas géjo nesukelti laukto phenytoin‘o poveikio (Zeng dt a
2005). T&iau tai tik samprotavimai, o realirodymy, kad kap ar jos inaktyvacija gali
sukelti VP daznio adaptagijnéra.

2.4. Léta N& kanaly inaktyvacija.

Pastebta, kad po ilgo neurono stimuliavimo nég neurono atsako VP depoliarizacijos
greitis (Fleidervish et al. 1996). Sis VP paramets&ejamas su pereinama natriogjon
srove (hat), O repoliarizacija, uz kugi atsakingos kalio sr@ég, stimuliavimo eigoje
nekinta (Fleidervish et al. 1996).

VP depoliarizacijos greéio, bei VP maksimalios vers (overshoot'as) mapgmas
koreliuoja su dta VP daznio adaptacija, tddyra manatiu, kad kta adaptacy sukelia
léta Inar inaktyvacija (maga natrio kanal galintiy sukelti VP) (Fleidervish et al.
1996;Miles et al. 2005).

Sie tykjai neigia, kad VP daznio adaptacijoje dalyvaujaHilaidumas (blokuojama
apaminu), BK-tipo nuo G4 priklausomi K kanalai (iberotoksinu)tampos aktyvuojami
Ccd”" kanalai (CdGl), M-srov (linopiridinu) ir pastovi N& srow (riluzoliu) (Miles et al.
2005;Fleidervish et al. 1996).

Tyréju palaikartiy Sia idéja yra mazai, o ir iSvad pagistumas kelia abejoni Mano
nuomone, Siai teorijai patvirtinti arba paneigtikéeéy daugiaujrodymy, nes vien VP
pakitimai rera zenklus pagrindimas, kad VP daznio adaptasijikelia éta Iyar
inaktyvacija.

2.5. Nd/K"-ATPaz.

Yra manatiy, kad Nd/K*-ATPaz VP daznio adaptaaijgali jtakoti wlesrése fazse.

Norint nustatyti ar i pompa prisideda prie addjiac buvo panaudotas N&*-
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ATPazs blokatorius ouabain‘as (Sawczuk et al. 1997). Bsatebima adaptacija pries
pridedant blokatoriausidéjus blokatoriausj uzlastelini skysi ir blokatory iSplovus.
Indikatorius, kad ouabain‘as blokuoja pompos wgikiuvo hiperpoliarizacijos amplitad
iSjungus depoliarizuojaiia srow. Si hiperpoliarizacija atsirandaéld létos pompos
veiklos. [déjus blokatoriaus hiperpoliarizacijos amplitudumagja, ir jos sumagimas
priklauso nuo prigtos ouabain‘o koncentracijos. Dejacpmai nepasitvirtino- N&K™-
ATPazs iSjungimas netgjo jtakos VP daznio adaptacijai nei prag@ nei tolimesase
adaptacijos faxse (Sawczuk et al. 1997).

Nors Siame darbe (su zigk motoneuronais) nebuvo patvirtinta N&-ATPazs jtaka
VP daznio adaptacijai, ¢&@u yrajrodyta, kad N§K*-ATPazs aktyvumas prisideda prie

Iétosios adaptacijos fag bestubuti mechanoreceptoriuose (Powers et al. 1999).

17



3. N& kanalo, valdomgtampos, strukira.

Itampos valdomi Nakanalai yra viena i$ svarbiaugierw sistemos sudedagy daliy.

D¢l trumpalaikio ir regeneratyvaus natrio jolaidumo padidjimo, sugeneruojamas
veikimo potencialas, kuris gali sklisti ilgais atstais aksonu (Taylor 1993).

Pirmieji natrio jom sroves uzregistravo Hodgkin ir Huxley. Jie nafjoou kanalus
charakterizavo esminiais bruozais: ngiampos priklausoma kanalo aktyvacija; greita
inaktyvacija; selektyviu jomlaidumu (Catterall 2000). Kanalo sritis, kuriosakingos uz
Sias savybes aptarsime @ku Siame skyriuje.

Na" kanalai sudaryti i%(260 kDa),p1 (36 kDa) irp2 (33 kDa) subviengt(Catterall
2000).

a subvienetas.

Jis susideda iS keturi homologiSkk domen. Kiekvienas domenas turi SeSis
transmembraninius segmentus S1-S6, bei Pakdpp S5 ir S6 segmento, kuri sudaro
poros dal (Goldin 2002). (Pav.1.6.)
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Pav.1.6. Nakanalo, valdomgtampos, strukira (Catterall et al. 2005).
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P kilpa tarp S5 ir S6 segmantl-IV domenuose) formuoja selektyvumo filtrJo
funkcija apsprendzia neigiamdkrautos a.r., kurios suformuoja du neigianiaiautus
ziedus: iSorin (EEDD) ir vidini (DEKA) (Catterall 2000). Taip pat P kilpoje yratgs
prie kuriy jungiasi kanalo blokatoriai. isriciy mutacijos sukelia Zenklefekt TTX ir
STX veikimui- kanalas tampa atsparesnis blokatasigfiTX ir STX yra N& kanaiy
blokatoriai) (Yu and Catterall 2003).

S4 transmembraninis segmentas ka&idye pozicijoje turi teigiamaikraut a.r., o tarp
ju dvi hidrofobires a.r. (Catterall 2000). Teigiamgirautos a.r. dalyvauja kaip sensorius
kanalo aktyvacijai (Catterall et al. 2005). Depofiavus membranS4 segmentas juda
iSore sukeldamas kanalo konformacinius péikg, kurie atidaro kanal(Catterall 2000).
Neutralizavus Sio segmento teigianiiautas a.r., sumaja atsidarymo priklausomyb
nuoijtampos (Yu and Catterall 2003).

Inaktyvacip apsprendzia kilpa tarp lll ir IV domenjos motyvas IFM (lle-Phe-Met)
(Yu and Catterall 2003). llgos depoliarizacijos méi kilpaisijungiai kanalo strukira ir
blokuoja pos, nepraleisdama jan(Catterall et al. 2005). (Pav.1.7.)
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Pav.1.7. Nadkanalo inaktyvacija (Yu and Catterall 2003)

Inaktyvacijai reikalinga ir recepto®nsritis- sritis prie kurios jungiasi IFM motyvas.
Mutagenegs eksperimentais nustatyta, kad receptorine sgaidalyvauti: IV domeno

S6 transmenbraninio segmento vigiélinio galo hidrofobias a.r.; 1l domeno

19



vidulastelires kilpos, jungiatios S4 ir S5 segmentus, a.r.; IV domeno wdtdlines
kilpos, jungiagios S4 ir S5 segmentus, a.r. (Catterall 2000). RakeSias a.r.
inaktyvacija susilp&a- suardoma recepto#irsritis.

Yra manoma, kad kanalo aktyvacija su inaktyvagija glaudziai susijusios (Catterall
2000). Siame procese gali dalyvauti IV domeno Sghmemtas, nes pakeitus teigiamai
ikrautas a.r. vidabkteliniame Sio segmento gale, selektyviai pakim@kiyvacija. Sio
segmento jugimas al itampos pok§io (aktyvacija) gali @ti signalas kanalo
inaktyvacijai (Catterall 2000).

B subvienetai.

Pagrindiis kanalo funkcijos: kanalo atsidarymas, yorselektyvumas ir greita
inaktyvacija pasireiSkia kai kamabkudaro tiko subvienetas (Yu and Catterall 2003),
tatiau normaliai itampos priklausomybei, bei varstymosi kinetikai kadéingi
subvienetai (Catterall 2000).

Natrio kanalai subrendusioje CNS tl (arbap3) ir B2 subvienetus, o kanalai
subrendusiuose skeleto raumenyse turi ik subvienet (Goldin et al. 2000). Jau
nustatytas if4 subvienetas, kuris randamas CNS’e (Catterall 2085).

B subvienetai turi panasiforma (erdvin iSsidtstyms) taciau ju amino Gg&iy sudktis
skiriasi (Catterall 2000). Jie turi didelzZlastelin domen, viema transmembranin
segmery ir maz vidulastelinn domen (Catterall 2000).

Natrio kanalo p subvienetai, manoma, atlieka dvi funkcijas- kanalarstymosi
moduliacip ir saveika tarp dsteliy. Jdomu, kad nustaus B1 ir f2 subvienat pirming
strukfira pasiro@, kad jie struliriSkai labai panas i lasteliy sulipimo (cell adhesion)
Seimos molekules. Sios moleksi dalyvauja dsteliy saveikoje nery sistemoje, bei
kituose audiniuose. Tedl manoma, kad Sie subvienetai gali dalyvauti forjanb
specifines sritis, pasizymiras dideliu natrio kanal tankiu: Ranvje ssmauka, aksono
kalnelis (Catterall 2000).

Neuromoduliacija.

Natrio kanalai gali @ti fosforilinami baltymy kinazs A (PKA). Fosforilinimo sritys-

vidulastelire kilpa jungianti | ir 1| domenus (Pav.1.6. juodi sipitimai). Si kanal
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moduliacija sukelia natrio jansrows sumagjima, tatiau aktyvacijos ir inaktyvacijos
priklausomylé nuojtampos nepakinta (Catterall 2000).

Taip pat natrio kanalai galiib fosforilinami baltymy kinazs C (PKC). Po Sios kanal
moduliacijos sumaga natrio jom srow, bei suttéja inaktyvacija. Inaktyvacijaétéja,
nes fosforilinama sritis atsakinga uz inaktyvacip sro¥s sumagjimas vyksta dl
forforilintos kilpos jungiasios | ir Il domenus (Pav.1.6. juodi rombai)(CatteP®00).

Erdvin é kanalo struktiira.

Trimatt Na  kanalo strukira buvo nustatigama naudojant Zemos températ
elektromy mikroskopip, Saldant heliu, ir kombinuojant su vienos didehtvaizdo analize
(Ogata and Ohishi 2002). Nustatyta, kad® Nenalas (i¥ ungurioElectrophorus
electricus) yra varpo formos, kanalo aukstis 135A, vigiielinis plotis 100A ir kvadrato

formos, o plotisdsteks iSogje 65A ir yra pusiau sferiskas (Pav.1.8.).
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Pav.1.8. Ketvirtia Na" kanalo strukira (Ogata and Ohishi 2002).

ISorintje membranos pég kanalas turi keturias mazas angas, pro kurias jbtzai
tikriausiai patenkd kanah. Sios angos jungiagi centrire por, manoma, kad tai jan
pralaidumo pora. Centdgnpora susiawfa transmembranipe dalyje ir pasidalijai

keturias i8jimo angas viduistelireje kanalo puge. Pro jas manoma isleidziami jonai.

21



Be centriis poros kanale yra 4 plonos ir iSkraipytos petrikeyi poros (po viena
kiekviename domene). Manoma jos dalyvait@mpos jutime, bei kanalo atsidaryme.
(Ogata and Ohishi 2002)

3.1 N4 kanal; klasifikacija.

Zinduoliy Na" kanal; nomenklaira: prieddlis, kuris apilidina kokius jonus kanalas
praleidzia, bei pazymi pagrindirfiziologini kanalo reguliatoti (Na,). Po to seka
skatius nurodantis geno posSeirfNa,1). Toliau sekantis deSimtainis s&ais nurodo
kanalo izoform (Na,1.1) (Goldin 2002). Splaisingo variantai pazymimide, sekakia

po deSimtainio skaitmens (\Nkh1a) (Goldin et al. 2000).

Si nomenklaira paremtajtampos valdomp kalio kanal nomenklalra. Panasi
nomenklalira sudaryta iftampos valdomiems kalcio kanalams (Catterall e2@05).
Devynios zinduoli natrio kanal izoformos, kurios buvo identifikuotos ir funkcigka
ekspresuotos, yra daugiau nei 50% identiSkos pagalno 6gXiu seky tiek
transmembraniise srityse, tiek ekstrgteliniuose domenuose (Goldin et al. 2000). Kalio
ir kalcio jtampos valdomi kanalai, kwria.r. panaSumas mazesnis nei 50% suskirstyti
atskirus poSeimius. Kadangi natrio kapaoformos labai panasios (panasumas didesnis
nei 50%), tai jie sudaro viarpoSeinj (Catterall et al. 2005).

[tampos valomi Na kanalai yra atstovai kanglsuperdeimog kuria taip patijeina
itampos valdomi K kanalai, jtampos valdomi C& kanalai, bei cikliniu nukleotigd
valdomi kanalai. Nair C&* kanal; domenai yra vienoje aminag&iy grandirgje, o K'

ir cikliniy nukleotid; valdom; kanal; domenai atskiri, sudaro tetramerZiarint tik
strukfiri$kai, galima manyti, kad Nair C&* kanalai evoliucionavo i§ vieno domeno
geny duplikacijos eigoje (Goldin 2002). Kiti mano, kamhtrio kanalai kilo iS kalcio
kanal; Seimos, kuri taip pat turi keturis homologiniusytenus (Yu and Catterall 2003).
Tuo tarpu kalcio kanalai ggb kilti iS kalio arba ciklinip nukleotid; valdomy kanaly
ivykus dvigubai gemmduplikacijai (Yu and Catterall 2003).

Nas/1.1, Ngl.2, Ngl1l.3, Nal.7 kanalai yra labiausiai homologiski. Jie yra
ekspresuojami neuronuose ir pasizymi dideliu jaatruTTX'ui. Ju genai yra antroje
chromosomoje (Goldin et al. 2000).
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Na,/1.5, Na1.8 ir Na/1.9 kanak amino ng&iu seka daugiau nei 74% homologiSka
kanalams uzkoduotiems antroje chromosomoje. Jie iamazjautis TTXui,
ekspresuojami Sirdyje, nuganingaknely ganglijiniuose neuronuose. Genai yr&ioge
chromosomoje (Goldin et al. 2000).

Nay/1.4 ekspresuojami skeleto raumenyse, gIN&CNS‘e (Goldin et al. 2000).

IS peliy, Ziurkiy ir Zzmogaus buvo klonuoti baltymai labai pal@gnatrio kanalus, taau
jie dar funkciSkai neekspresuoti (NaJdie apie 50% homologiski pirmajam natrio kanal
tipui, tatiau yra reikSming skirtumy amino Gg¥iu sekoje, koduojahioje itampos
sensoty, inaktyvacijos vartus ir poros regino tai yra svarbios kanalo sritys, &d
pastilyta, kad tai gaity bati atskiras poSeimis (Goldin et al. 200Datskin poSein Nax
iSskiriamas dar ir tad, kad jis yra apie 50% panesi Na,1, o Ng tarpusavio
panasumas siekia daugiau nei 80% (Catterall e20dl5). Sie baltymai ekspresuojami
Sirdyje, gimdoje, lygiuosiuose raumenyse, astrosiéuir PNS neuronuose.

Kadangi itampos sensoriuje (S4 segmentas) yra maziau teagigaauty a.r., tai
manoma, kad Sie kanalai jaigr ne jtampai, 0 natrio joip koncentracijos gradientui
(Ogata and Ohishi 2002). Taip pat manoma, kadk&nal; selektyvumas natrio jonams
yra mazesnis (Goldin et al. 2000).

B1 subvieneto genas yra 19 chromosomojp2 ar $3- 11 chromosomoje. Teu B1 ir
B3 yra labiau panas pagal a.r. sekbei funkcip (Yu and Catterall 2003).
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4. Pastovi Nasrow (Inap).

Pagrindii¢ jtampos valdomp Na jony kanal; generuojamos srés funkcija-
generavimas ir sklidimas VP. IS tynpsu raumenim, Sirdies raumenim, bei nerviniais
audiniais atrasta, kad be greitos, greitai bestinalojartios Na jony srows (Inat),
lastekm bidinga nesiinaktyvuojanti, TTX‘ui jautri natrio jansrow (Alzheimer et al.
1993). Si srow pavadinta pastovia natrio josrove (kap).

Nesiinaktyvuojanti, arbatai besiinaktyvuojanti natrio jansrow buvo aptikta: Ranvje
sasmaukose, zinduali neokortekso neuronuose, motoneuronuose, gumbaoteriréje
ziegje, hipokampe, smegéligse, Zzmogaus neokortekso neuronuose (Crill 1996;3ubo
and Bergman 1975;0gata and Ohishi 2002), glijogyld@r 1993). Ir net bestuburiuose:
medicinire délé, mediza, aktinija, plok&iosios kirnelés, vabzdziai, polipai, galvakojai,
bei sraigs (Kiss 2008).

4.1. Naptyrimai.

Pirmieji eksperimentai, kuri metu buvo nustatytayds, atlikti su varliy mielinizuot
skaiduly Ranvje gsmaukomis (Dubois and Bergman 1975). Srovei nustéityvo
naudojamas potencialo fiksacijos protokolas. Tirigamws pokyiai i laiptelio pavidalo
itampos pokgius.

Fiksavusitamp virSslenkstigje jtampy srityje be Lap aktyvuojasi ir Lar, taiau tuoj po
aktyvacijos srov inaktyvuojasi. UzZblokavus kalio jan kanalus (+TEA) dstek
nerepoliarizuojasi, o rieykus hsteks repoliarizacijai Na1 pakartotinai negali aktyvuotis.
Tokiu atveju matuojant po tam tikro laiko (100-200s) atsak, Inat komponent
iSnyksta, lieka tikNap (Dubois and Bergman 1975).

1.9. paveiksle pavaizduoti eksperimento metu gaenultatai. A kreig¢ atspindi
kontrolinp matavim, B kreive rodo hsteks atsak blokavus l;p TTX'u, o C kreiw rodo

skirtum tarp A ir B kreiviy (atspindi kap komponent) (Dubois and Bergman 1975).

24



-1 L

Pav. 1.9. hsteks atsakaj potencialo pok§ius. A- kontrok, B- blokavus Najom kanalus
TTX'u, C- skirtumas tarp A ir B {J,p komponent) (Dubois and Bergman 1975).

Kitas kidas iSskirti \i;p, Nustatyti sro¥s aktyvavimosi priklausomybnuo jtampos, bei
kitus srovs parametrus, yra panaudo¢td itampos kilimo (rampos) protokpl(20-
50mV/s). Tokiu du Ivat inaktyvuojasi graiiau nei aktyvuojasi, ir registruojama ti.p
(Crill 1996;Kiss 2008).

Inap Specifinio blokatoriaus éna, ta&iau yra vaistas riluzolis (riluzole), kuris kartais
naudojamas Sios srew tyrimams (Urbani and Belluzzi 2000). Riluzolio ikio
mechanizmas dvejopas- pirmiausia siejamas su $opimatrio kanal valdomy
itampos, bei glutamato iSskyrimo sumazinimu. Jislolelmja kap specifiSkai, veikia ir
Ina SUMazZina pereinagn natrio jomp srow pastumdamas inaktyvacijos wert
neigiamesnj potencial vertes. T&au jis labiau slopinanke, nei kar (Urbani and
Belluzzi 2000). Todl kiti mokslininkai ji naudoja kaip specifinnap blokatoryy (Kuo et
al. 2004;Kuo et al. 2005;Pieri et al. 2009).
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4.2. \ap Charakteristikos

Aktyvacija .

Inap @ktyvacija greita- laiko pastovioji apie 1 ms (Vaeke et al. 2006)ndp aktyvacijos
slenkstis skiriasi nuo Nk~ pastovi natrio jom srow aktyvuojasi prie ~10 mV
neigiamesni itampos vatiy lyginant su pereinagmg natrio jom srove (Brown et al.
1994;Crill 1996;Magistretti et al. 2006;Urbani aBdlluzzi 2000;Vervaeke et al. 2006).

Santykinis srows dydis.

Inap lyginant su fa1, pastovi natrio jon srow yra labai maza, sudaro kelis procentus
pereinamosios natrio jansrows (Crill 1996;Magistretti et al. 2006;Urbani andliBezi
2000). Nors Si sravyra slyginai maza, t&au ji aktyvuojasi iki VP slenkso. Tame
itampy intervale 4steks i¢jimo varza yra labai didé] todl net ir nedidel Ingp STOV
sukelia zymius potencialo pakitimus (Crill 1996;N&etti et al. 2006;Urbani and
Belluzzi 2000).

Inaktyvacija .

Nors teigiama, kad pastovi natrio josrow neinaktyvuojasi, tdau yra duomety kad
egzistuoja \ap léta inaktyvacija priklausanti nudampos ir laiko(Magistretti and Alonso
1999a). lap dydis priklauso nuatampos kitimo greio (Pav.1.10.).[tampai kylant
[éciau, maksimali srods vert mazesa (Magistretti and Alonso 1999a). Nustatyta, kad

inaktyvacijos laiko konstantos yra sekunggilés (2-7s)Magistretti and Alonso 1999a).
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Pav.1.10. \,p dydZio priklausomyb nuoitampos kitimo gr&io. VirSuje-itampos kitimai, o
apaioje- registruojamayke (Magistretti and Alonso 1999a).

Srovés lokalizacija.

Inap gali biti lokalizuota aksone, somoje ar dendrituosé. Kanaly tankio pasiskirstymo
neurone, kanalo subviemesudties, pasiskirstymoaseikos tarp kanal ir vidinés, bei
iSorinés tergs, neuromoduliacijos regioninio pasiskirstym@aplgali biti iSreiSkiama
skirtingais kiekiais, skirtingose neurono sritysetfnan et al. 2006).

Lokalus TTX'o naudojimas parédkad blokatorio prigjimas prie aksono blokavade
registruof somoje. Tuo tarpu TTX'o prigimas prie somos ar dendrihesuklé Inap
pokyiy (Astman et al. 2006). Sio eksperimento iSvadamp |ekspresuojama
proksimaliniame aksone. Tai galiitb iSvada didesnio kanaltankio aksone, didess
vélyvy atsiverimy tikimybés arba Sie mechanizmai gali veikti lygiagjee (Astman et al.
2006).

Srovés moduliacija.
Smegen ziews neuron aktyvumas gali @iti keiciamas daugelio ligang kurie
aktyvuoja baltym kinaz C (Astman et al. 1998). DaZniausiai teigiama, RC

neurom; aktyvumy kei¢ia peritampos valdomus kalio jankanalus, maja kalio jony
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laidumas. Téiau PKC ketia ne tik kalio, bet ir natrio janlaidumus (Astman et al.
1998).

Aktyvavus PKCphorbol esteriu pasteia, kad \,p Sumagja prie depoliarizuat jtampos
vertiy, tatiau tai neturi didels jtakos neuronui, nes prieg§tampos vatiy aktyvuojamos
didelés amplitu@s kalio ir natrio srogs. Idomiau tai, kadnap aktyvavimo priklausomydb
pasislenkai neigiamy jtampos vefiu pu. Todl Ingap labiau neigiamesse jtampos
vertse padidja, o tai sukelia VP slenk® poslink i neigiamesnj itamp; pus (10-
20mV). To iSvadoje padiha neurom aktyvumas (suzadinamumas) (Astman et al. 1998).

4.3 Iyap hipotezs.

Yra trys hap hipotezs (Crill 1996):
v langirg srow, paremta Hodgkin-Huxley modeliu;
v Sig srow generuoja kitas natrio jorkanal; poSeimis, kurio kanalams nabnga
inaktyvacija;
v' Sig srow generuoja pereinamos natrio jorsrows kanalai, tik keiiasi ju

inaktyvacija (modalinio varstymosi hipotgz

4.3.1 Langiis srows hipotez

Pagal Hodgkin-Huxley modelegzistuoja tam tikragtampos intervalas (vadinamas
langu) kuriame natrio kanalas yra atidarytas nogépiis pusiausvyrai (B.Hille 2001).
Taciau Si hipotez yra paneigta (Magistretti and Alonso 1999b).

Palyginus ,langinio* laidumo (@w) it gnap (Inap l2idumas) priklausomybnuo jtampos,
pastebti zenkiis skirtumaiitampy intervale teigiamesniame nei -40mV (Pav.1.13)wg
numatomas greitas kritimas nuo -40mV, o ties -10mMhatoma visiSka inaktyvacija.
Tuo tarpu ga.p Siameijtampy intervale lieka beveik nepaks# (Magistretti and Alonso
1999b).

28



Sunormuotas laidumas

Potencialas, mV

Pav.1.11. ,Langinio” laidumo (B) inke laidumo (A) palyginimas (Magistretti and Alonso
1999b)

Numatomas gw dydis yra Zymiai maZesnis lyginant suag iSmatuotu realiose
lastekse. Maksimalus gw sudaro maZiau nei 10% maksimalawgegMagistretti and
Alonso 1999b).

Sie duomenys patvirtina, kagwh, esanti entories Ziews Il sluoksnio neuronuose, negali
buti priezastis klasikids Hodgkin-Huxley “langias” srows (Magistretti and Alonso
1999b).

4.3.2 Natrio kanal, kurie nesiinaktyvuoja, buvimo hipotez

Esant kitam natrio jan kanal; poSeimiui rodo skirtingas pereinamosios ir pastevi
natrio jony srows aktyvacijos slenkstis: pastoviosios yra apie M) meigiamesnis, nei
pereinamosios. Nesiinaktyvuojantys N&analai buvo aptikti amono rago neugon
kultarose ir Purking lastekse (Crill 1996).

Skilveliy miocituose pereinamoji natrio jarsrow yra TTX‘ui nejautri, 0 pastovi- jautri

(Kiss 2008). Jautrumo TTX'ui skirtumas parodo, kad. seka yra skirtinga kamal
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generuojatiy pereinam ir pastova natrio jony srow. Skirtis turi bent jau sritis prie
kurios jungiasi TTX molekudl, o tai reiSkia, kad srég gali hiti generuojamos skirting
kanal; (Kiss 2008). TTX'ui nejautri pastovi natrio jonsrov aptinkama ir kitose
lastekse (Taylor 1993). Tai galithi srow generuojama kangahtskin nuo Nat.

Lasteks dazniausiai ekspresuoja ne wvetet kelisitampos valdomp natrio kanal
potipius. Pavyzdziui ziuds nugarigs Sakneis ganglijiniai neuronai (DRG) turi 6 natrio
kanal; potipius: N&l1.1, Na 1.6, Ng 1.7, Ng1.8, Na1.9, Nax. Manoma, kadyr yra
misinys srowi generuojam Na,1.1, Ngl1l.6, Ngl.7 kanal, 0 Inap gali generuoti
Na,/1.8, Na 1.9 kanalai (Kiss 2008). Kiti teigia, kagab gali biti generuojama NdL..6
kanal; (Astman et al. 2006;0gata and Ohishi 2002).

Siai hipotezei priestarauja tai, kagsd gali generuoti Ngl.1, Na1.2, Na1.3, bei
Na,/1.6 kanalai, kurie generuoja ik (Mantegazza et al. 2005). Taip patelgali baiti
moduliuojama, kai Ngl.1 ir Ng,1.2 kanalai (atsakingi uzdr) veikiami G baltymoBy
subvienei (Mantegazza et al. 2005). Tai parodo, kai Siosésr@eneruojamos;tpaiu
kanal;.

4.3.3 Modalinio varstymosi hipotéz

Gigantinio kalmaro aksone pasSalinwgrlinaktyvacip su viduhstelinm papain‘o ir N-
bromoacetamide’'o injekcijomis, kanal aktyvacija tampa kaipnde (t.y. apie 10mV
neigiamesa) (Brown et al. 1994;Kiss 2008). Tokie eksperimemzultatai paneigia
hipotez, kad kapir Inat generuoja skirtingi kanalai. Manoma, kadelyra generuojama
tu p&iy kanal;, kurie generuoja ir\Lr, tiesiog prarandamasikanaly inaktyvacija
(Brown et al. 1994).

Kitas svarus Sios hipotéz argumentas tai, kad dazniausiai TTX blokugig Ir Inap.
Grekiausiai Sios srass ir generuojamos to pia kanalo, o §i sroviy kinetika skiriasi @l
skirtingy kanalo varstymosi magd(Stafstrom 2007).

Gerasirodymas natrio kanalmodalinio varstymosi gautas iS tymnatlikty naudojant
vieno kanalo lopidlio fiksacijos protokolus (Alzheimer et al. 1998pi depoliarizacijos
impulsai parod tris skirtingas Nakanal; aktyvumo modas (Alzheimer et al. 1993):

a. Tipinis Iyat Sukeliantis kanal atsiverimas;
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b. Na' kanalai paroé pavienius trumpalaikius atsidarymus, kurie karpeseidava
minipliapsnius (10-40 ms);

c. Trecia varstymosi moda pasireiSkia kaiptplsnis kanalo atsérimy trunkartiy
net iki depoliarizacijos pabaigos. Takvarstymosi mod aptikta apie 1% vis
irag;. (Pav.1.12.)

20 mWV
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Pav.1.12. Skirtingos varstymosi modos. a- ka@asiverimas alygojantis ., b- pavieniai
atsidarymai ir miniplipsniai, c- nenutikstantis kanalo atsidarymas (Alzheimer et al. 1993)

Paskatiavimai parod, kad trumpalaikiai #yvi kanalo atsidarymai ir nepertraukiami
atsiverimy plitipsniai gali generuoti mazbet reikSming lastelei srog (Alzheimer et al.
1993). Tai gaity buti Inap

Papragiausia paaiskinti nepertraukianplitipsnin aktyvuny galima laikinu blokavimu

perjimo i inaktyvacijos isery (Alzheimer et al. 1993).
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4.4 lyap funkcija.

Kaip jau mireta anksiau Iyap aktyvuojasi prie neigiamesnitampy, nei VP slenkstis.
Tada hsteks varza yra didé| todl net ir maza sro¥ sukelia rySk potencialo pokyt
Pavyzdziui, jei pastovioji natrio jansrow sudaro tik 0,25% pereinamosios sre\i gali
membran depoliarizuoti apie 20 mV, ar net daugiau (Cri98). Taigi @l tokiu Inap
savybiy, ji gali veikti kaip Zadinadiy postsinapsimi potencial stiprintuvas (Kiss
2008;Magistretti and Alonso 1999a;Stafstrom 2007).

Taip pat manoma, kadyb gali dalyvauti VP iniciacijoje (Magistretti et aR006),
apspesti VP sels formavimy (Magistretti and Alonso 1999a;Stafstrom 2007),rpdinti
VP generavina (Kiss 2008).

Si srov gali sukelti (Kiss 2008;Taylor 1993) arba sustifiri (Stafstrom 2007)
ikislenkstines osciliacijas; inicijuoti bistabilunfMagistretti and Alonso 1999a); pristd
prie plato potencial nerw sistemosdstekse (Taylor 1993), griaiy ir Sirdies raumenyse
(Kiss 2008).

Srows funkcija ir jos paplitimas glaudziai susij distaliniuose dendrituosenab
sustiprina sinapsiniugjimus, paddamas jiem pasiektasteks kina; Inap aksone sukelia
VP iniciacija; aksono kalveje- VP generavimo ritmiSkuan(Stafstrom 2007).

Buvo manyta, kadykp inaktyvacija gali dalyvauti ankstyvojoje iglyvojoje adaptacijos
fazése (2.3. skyrius). T@au rera tvirty eksperimentinj irodymy, kad kap inaktyvacija
yra vienas i$ adaptacijos mechanigm

Manoma, kad pastovios sksvkanalai dalyvauja skausmo jutime, bei perdaviKiss(
2008).

Inap glijos lastekse reikalinga K/Na® ATP-azs veiklai, bei jom koncentracijos

gradientui sukurti (kalio jamkoncentracijai glijos viduje palaikyti) (Taylor 29).

4.4.1 \pitaka perdavimo funkcijai (f-1 santykiui).

Pagrindinis  mechanizmas veikiantis f-1  priklausdy yra  pdsekires

hiperpoliarizacijos, sek&ms po kiekvieno VP. AHP laidumai valdo VP dazn
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reguliarum, apsprendzia refraktefiperiody ir neigiamu giztamu rySiu reguliuoja VP
dazn (Vervaeke et al. 2006).

Nustatyta, kadnbp Zenkliai padidina AHP, o padifimas priklauso nuatampos: prie
teigiamesni jtampos vetiy padickjimas didesnis, nei prie neigiamesriitampos vatiy
(Vervaeke et al. 2006). Kadangi# padidina AHP, tai gréiausiai hqp padidins ir AHP
neigiany griztamy rys f-1 priklausomybei.

Spgjimai pasitvirtino. Blokavus Nap dinamires fiksacijos ladu f-1 priklausomyb
padictjo 44% (VP daznis sk&uojamas tarp pirngju keturiy VP). Blokavus \.p reobaz
visada padiéja (Vervaeke et al. 2006).

Be to, blokavusNa.p sumagja AHP, kas atsiliepia VP reguliarumui- VP geneaunj
nereguliariai (Vervaeke et al. 2006).

Yra ir prieSing tyrimo rezultal;. Sekagiame skyriuje aptarsime, kaipab blokavimas

riluzoliu sukelia f-1 priklausomyks statumo sumagma.

4.5 Iyap ir patologijos.

Inap Yraieinanti srox, kuri padidina neuransuzadinamum Srows dydZio nukrypimai
nuo normos yra siejami su patologijomis. Aptarsiohg ligas kurios siejamos su

padictjusia ap.

Epilepsija

Paveldimos epilepsijos formos yra susijusios sninjo kanal; sutrikimais, kurie
paketia neurom suzadinamum Tai jtampos arba ligando valdarkanal; sutrikimai
(Stafstrom 2007).

Pirmieji kanal pokyiai susieti su epilepsija, buvgampos valdomuose kalio jon
kanaluose. Manoma, kad mutacijgampos valdomuose natrio kanaluose taip pat gali
sukelti epilepsijos sindromus. Ne iSimtis ir kamag@neruojantys pastavinatrio jony
Srow- Inap (Stafstrom 2007).

Mutacijos gali sudtinti, sumazinti kanalo inaktyvaaij pagreitinti aktyvacy; sukelti
pokyius S4 itampos sensoriuje; pakeisti inaktyvacijos (teigipmaei aktyvacijos

(neigiamai) priklausomybes nudgtampos; pagreitinti atsistatympo inaktyvacijos;
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padidinti \elyvujy atsivrimo mod, tikimybe. Siais idais sukeliama didesnyap bei
padictja VP generavimas, kas gali iSSaukti epilepsinnsppiolius (Stafstrom 2007).

PrieSepilepsiniai vaistai (AED)phenytoin, valproic ragstis, topiramate, losigamone,
lamotrigine, riluzolis ir kiti mazina .. Tai puikusirodymas kad epilepsijsukelia

padictjusi pastovi natrio jom srow (Stafstrom 2007).

ALS.

Sonire amiotrofire skleroz (ALS) yra nerw degeneracin liga, kurios paskoje Zista
Zieves smegen, smegen kamieno, bei nugaros smegemotoriniai neuronai (Pieri et al.
2009). 90% Si lig yra atsitiktire, 0 10% paveldima (Pieri et al. 2009). Apie 20%syvi
paveldimy ALS siejama su fermento Cu, Zn superoksiddismastdermento (SOD1),
kuris atsakingas uz detoksikagimutacijomis (Kuo et al. 2004;Kuo et al. 2005;P&dr
al. 2009).

Ankstyvas ALS pozymis- tai kortikomotorinio sledks sumazjimas. Tai gali atsirasti
dél nenormalaus Zies ar nugaros smegemeurom suzadinamumo. Padigs neuron
suzadinamumas buvo parodytas neurovaizdinimu, fieiloginiais eksperimentais,
transkranijine magnetine stimuliacija (TMS) (Pietial. 2009).

ISvesta transgenimipeliu linijja (G93A), kuri ekspresuoja mutantisOD1 gen, bei
pasizymi simptomais panasiaizmoniy ALS (Kuo et al. 2004;Kuo et al. 2005;Pieri et al.
2009).

Nustatyta, kad pasyvios membranos sa&syflaiko pastovioji, laidumas) nesiskiria tarp
Zieves neuron laukinio tipo ir G93A peli, tatiau mutantini peliy neuronuose nustatytas
padictjes suzadinamumas (Pieri et al. 2009). Kadangi AHRIlreoja VP daziy buvo
manyta, kad padiles suzadinamumas yra nulemtas suipuestos AHP amplitués ar
greitesnio AHP gesimo. Teu kontroks ir G93A motoneuran AHP amplitués
vienodos (Kuo et al. 2004).

Parodyta, kad ziég neuron padictjes suzadinamumas sukeliamas padisio Inap
tankio, tai pasireiSkia padipisiu VP dazniuj srows impuls (Pieri et al. 2009).n\hp
aktyvacijos slenkstis ir potencialas prie kuriowgrgasiekia maksimumnesiskiria tarp
neurom kultiry, tatiau srovs amplitu@d didesk G93A neuron, nei kontroés (Pieri et
al. 2009).
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Nustatyta, kad riluzolis sétina ALS eigy Zmorem ir peEm su SOD1 mutacijomis, jis
prailgina ALS pacient gyvenimo lails (Kuo et al. 2005). Riluzolis blokuodamagHd
G93A neuronus padaro panasid®ntrolinius- j suzadinamumas (VP daznis) susilygina
(Pieri et al. 2009).

Be to pastelia, kad dideli motoneuronai ig jnervo- raumens jungtys turi polinkati
pirmiau uz mazus motoneuronus G93A SODl1é¢gml o y f-1 statumas didesnis nei
kontroks. Tai rodo, kadnape -1 statuny padidina (Kuo et al. 2005). Riluzolis blokuoja
(sumazina) Nap, bei sumazina f-I statnG93A motoneuronuose iki statumo nustatyto
kontroliniuose motoneuronuose (Kuo et al. 2005).

D¢l padictjusio VP daznio daugiau kalciginai lastek, peritampos valdomus kalcio
jonu kanalus (Pieri et al. 2009). Beto nustatyta, kddsApazeidziami motoneuronai
blogiau suriSa kalcio jonus, nei ALS atgpar motoneuronai, tafl padickjes
suzadinamumas ir padigds i¢jusio kalcio kiekis dstekje gali slygoti selektyw
motoneuron Zuvimg (Kuo et al. 2004).

Zievés padidjes suzadinamumas nustatytas ne tik paveldimos AES rbatsitiktires

ALS atveju. Tai parodo galimus tuoscpes patofiziologinius procesus (Pieri et al. 2009).
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5. Neurom savyles neuroninio tinklo veikimo metu.

Yra nustatyta, kad veikiant neuroniniam tinkluenkliai ketiasi pa&io neurono savyds
(Alaburda and Hounsgaard 2003;Alaburda et al. 20@muliuojant ¢zlio Sang
iSSaukiamas kasymosi refleksas (Alaburda and H@ardg2003). Neuroninio tinklo
veikimo (kasymosi) metu, glutamatui veikiant mGluRdceptorius, padiga L-tipo
kalcio jon; srowe motoneuronuose (Alaburda and Hounsgaard 2003 )p&dictjusios L-
tipo kalcio sroés neuroninio tinklo veikimo metu, ir netgi po jop{@ 10s),
motoneuronams padi suzadinamumas (Alaburda and Hounsgaard 2003).

Be to kasymosi metu Zenklai pa¢jm neurom laidumas (Alaburda et al. 2005).
Laidumo kitimas yra ritmisSkas, jo padjdnas sutampa su Slaunies fleksoriaus aktyvumu,
ir tai siejama su padélisiu sinapsiniyéjimu (Alaburda et al. 2005).

Padidjusio laidumo slygomis VP generavimas apsprendziamas ne neusanybi
(AHP, plato), bet membranos potencialo kitimo, ikwukelia sinapsiniaii¢jimai
(Alaburda et al. 2005).

D¢l Siy rezultaty prasmingiau yra neurgnsavybes tirti integruotuose preparatuose
(lasteks tiriamos veikiant neuroniniam tinklui). Kitasides priarti prie neuroninio
tinklo veikimo slygu- sumazinti 4steks vara. Tai galima padaryti farmakologisSkai:
ekstrajsteling terpy pridéjus muscimol‘io- selektyvaus GABA recepton; agonisto
(Alaburda et al. 2005).

5.1. GABA receptoriai.

Yra zinomi trysy-amino sviesto agsties (GABA) receptoriai: GABA GABAg ir
GABAc (Chebib and Johnston 1999). GABAIr GABA( receptoriai priklauso
transmiteny valdomy joniniy kanal; superSeimai- tai jonotropiniai receptoriai, 0 GABA
metabotropinis (Chebib and Johnston 1999).
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Jonotropiniai GABA receptoriai.

Kaip jonotropinis GABA receptorius tradiciSkai pitiamas GABA (B.Hille 2001),
taciau stuburini tinklainéje aptiktas kitas GABA jonotropinis receptorius- BAc
(Bormann 2000).

GABA receptorius- tai Clony kanalas, kuris susideda i$ 4 transmembrardomeny,

5 subvienat (Pav.1.13.) (B.Hille 2001;Bormann 2000). GABAreceptoriaus
subvienetai:a(1-6), B(1-4), y(1-4), & ir € (Chebib and Johnston 1999). Subvienetams
jungiantis jvairiomis kombinacijomis, suformuojama didelrecepton; jvairove
(Nakayasu et al. 1995).

NH,*
q e COO-

4

A

Pav.1.13. GABA receptoriaus struiita. A- subvieneto iSséddtymas membranoje; B-
receptoriaus ketvirtisistrukira (Bormann 2000).

Antrasis transmembraninis domenas (TMIl) dalyvakg@malo poros formavime, bei
apsprendzia praleidziamony selektyvum (Nakayasu et al. 1995).

GABAA receptoriaus aktyvavimas sukelia gretopinani posinapsinpotenciad (IPSP)
(Chebib and Johnston 1999;Nakayasu et al. 1995} 8ceptorius gali i
moduliuojamas benzodiazepinais, bartatais, neurosteroidais, bei alkoholiu (Bormann
2000), taip padidinama slopinan postsinapsini potencial (IPSP) amplitué, bei u
trukme (B.Hille 2001).

Neuronus stimuliuojant GABA agonistais, ma&ja paiy recepton ekspresija, o
stimuliuojant inversiniais agonistais- recepicekspresija di¢ja (Nakayasu et al. 1995).
Kaip mingjome GABAc receptorius aptiktas stubunininklainéje (Bormann 2000). Tai
taip pat Cl kanalas, kuris dalyvauja greitoje inhibicijoje @b and Johnston 1999), jis
sudarytas i$ (1-3) subvienet (Bormann 2000).
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GABAA ir GABA( receptoriai skiriasi (2 lent@)l.

2. Lentet. GABA, ir GABA( palyginimas (Bormann 2000).

Savyhes GABAA GABAc

Jautrumas agonistui GABA Mazas Apie 10 katidesnis
Aktyvacija/inaktyvacija Greita tta

Laidumas 27-30 pS 7pS

Laikas atidarytoje iisenoje | 25-30 ms 150-200 ms
Selektyvumas Cionai Cl jonai

Poros dydis 5.6\ 5.1A

Receptoriaus sutis Heterooligomeras Homooligomeras
Paplitimas Visoje CNS Tinkla&pe

Metabotropiniai GABA receptoriai.

Metabotropinis GABA receptorius- GABA(B.Hille 2001). GABAs- tai su G baltymu
Susigs receptorius, kurio aktyvavimas sukelitalIPSP (Nakayasu et al. 1995). GABA
veikdamas per G baltymgali slopinti CAMP ir IP3 formavim blokuoti C&" kanalus,
aktyvuoti K kanalus (Bormann 2000;Nakayasu et al. 1995), ka®lig slopinarit

poveil§ membranai.

5.1.1. Neuron atsakai aktyvavus GABA receptorius.

GABA recepton; aktyvavimas gali sukelti slopinin tiek prieSsinapsije, tiek
posinapsigje membranoje (Gutovitz et al. 2001). GABAeceptoriaus aktyvavimas
daZniausiai sukelia G4 srows sumagjima ir/arba K srows padidjima (slopinimo
efektas), t&iau omaro nervo-raumens singjes aktyvavus GABA recepton
presinapsigie membranoje,i sinapg iSleidZziamas didesnis neurotransmiterio kiekis
(zadinimo efektas) (Gutovitz et al. 2001). GAB#fecepton, aktyvavimas sukeliaétus

neurom; atsakus, nes tai metabotropiniai receptoriai (@Gteet al. 2001).
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GABAA receptony aktyvavimas sukelia greitus slopidars efektus tiek
prieSsinapsiée, tiek posinapsike membranoje (Gutovitz et al. 2001;Peng and Frank
1989). GABA, recepton, aktyvavimy galima sukelti muscimoliu- alkaloidu iSskirtu iS
Amanita genties musmiui (Alaburda et al. 2005;Gutovitz et al. 2001;Halp26094;Peng
and Frank 1989). Naudojant musciinsiebimasdsteks varzos sumajmas (laidumo
padictjimas) (Alaburda et al. 2005;Gutovitz et al. 200§ and Frank 1989), nes
atidaromi Cl kanalai.

Panaudojus muscimolsukeliamas neuran varZos sumagimas, artimas varzos

sumazjimui kuri sukelia neuroninio tinklo aktyvavimas (Alaburdaa&t2005).
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Eksperimento metodika.

1. Preparato paruoSimas.

Eksperimentai buvo atliekami su raudonausiailiais (Chrysemys scripta elegans).
Buvo naudojami #Zlio nugaros smeganD8-S2 segmentai. $isegment pilkosios
medziagos pilviniuose raguose i&stl motoneuronai, inervuojantys uzpakalines
galines. Sie motoneuronai ir buvaisa tyrimo objektas.

Vézlys padedamas ant ledo 2- 3 valandoms, inicijingpioterminei anestezijai. Po
uzSaldymo ¥zlys dekapituojamas. Atidarius kiautr | Sirdi jvedus vamzdgl vézlio
kraujas perfuzijosidu buvo pakeistas ringerio tirpalu ( koncentraaijl: 120 NaCl, 5
KCI, 15 NaHCQ, 20 gliukozs, 2 MgCl, 3 CaGl), kuris buvo prisotintas dujomis ( 98%
O, ir 2% CQ ), kad pasiekti tirpalo pH=7.6. Tai atliekamaddlp nes kraujas
kredamas gali pazeisti nervinegsieles. Po to iSpjaunama kiauto dalis (D8-S2
segmentai) su nugaros smegenimis, kuridgy iSimamos praardzius kiauir nukirpus
nervines Sakeles ein&as iS nugaros smegen

Nugaros smegenys supjaustomdss mm storio riekeles. Rieksl patalpinamog kolba
su ringerio tirpalu prisotintu dujomis ifdedamosi 3aldytuw. Saldytuve nugaros
smegenys iSlieka gyvybingos apie 4-6 dienas, t&kiguso nuo to kaip kokybiSkai jos
buvo iSpreparuotos ir supjaustytos.

Norint atlikti matavimus, nugaros smegeaiekek priklijuojama prie filtrinio popieriaus.
Tai atliekama tam, kad ugdis svarelius ant filtrinio popieriaus gahugaros smegen
riekek bity panardinta po tirpalu. Taip preparatas tyrimo VgeesSlieka nejudantis ir
visiSkai apsuptas tirpalo.

Preparatas viaseksperimento laik yra perfuzuojamas ringerio tirpalu prisotintu 98%
0,2% CQ (apie 1-2 mi/min).

Eksperimentai buvo atliekami kambario tempange (apie 20 C).
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2. Registravimo metodika.

Neurony registracijai naudojami stikliniai elektrodai, pagati naudojant elektrad
iStraulkéja (puler) (PUL100, WPI). Stikligs pipets buvo uzpildomos 0.1 M KCl ir 0.9 K
acetato. Pagamintelektrod; varza buvo apie 30-50 ™M Nustatyta, kad tokios varzos
elektrod; galiuko diametras apie 1pm. Naudojant Siuos edekis, registruojamadtek
iSlikdavo stabili iki kel valandy (2-4 val.).

Elektrodasj preparat buvo jvedamas motorizuoto mikromanipuliatoriaus (DC3001R,
WPI) pagalba, kuris gali judi trimis kryptimis, o jo vieno poslinkio dydis
reguliuojamas.

Misy eksperiment metu vidusteliniams jraSams atlikti buvo naudotas sésv
fiksacijos £zimas, kuris atliekamas Axoclamp 2B stiprintuvu @axIinstruments, Inc.,
Union City, CA, USA).

Nugaros smegenyse, be motoneuraptinkami ir interneuronai. Tyrimams atrenkami

tik motoneuronai naudojantis Siais kriterijais (Mwiagh et al., 1999):

1. Interneuronai savaime generuoja veikimo potencjausotoneuronai — ne.
2. Interneurom veikimo potencial aukstis daznai nesiekia 70 mV, tuo tarpu

motoneuron — patenka intervah nuo 90 iki 100 mV.

Tirti motoneuronai buvo atrenkami: jie pasirenkatyrimui tik tada, kai § ramykes
potencialas buvo neigiamesnis uz -50mV ir stabilus.

Duomenys buvo diskretizuojami naudojant 12&kibnalogas- kodas keitik{Digidata
1200; Axon Instruments). Naudota Clampex ir Axogcqpogramif jranga (Axon
Instruments). Poto duomenys buvoaSirgjami | kompiutei tolesnei y analizei.
Duomenys analizuojan@lampfit, Excel, Origin programomis.

Daugiausia motoneuronai buvo tiriami nugaros smgge 100-300 um gylyje nuo
pavirSiaus. Elektrodas buv{vedindjamas 2um Zzingsniu, pastoviai palaikant mazos
teigiamos sroés impulsus. Jei elektrodas buj@damas lastek, tai buvo stebimastas
potencialo atsako défimas su atitinkama laiko konstanta, ar net veikipadencialai, jei
duodama teigiama sréwirSydavo VP generavimo slenksivedusi lastek elektrod,

paleidziama neigiama hiperpoliarizuojanti s¥ofaip hstek buvo hiperpoliarizuojama
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kelets minwiy, kol membrana uZsitaiso aplink elektgo&o to hiperpoliarizuojanti srév

buvo nutraukiama ir laukiama tol, kakkeks ramylgs potencialas nusistés.

Pav.2.1. Tyrimo kamera su nugaros smeggaviu.

Tyrimo kamera (Pav.2.1) susideda iSutrglaliy: vienoje guli preparatas (1}, kita
paduodamas skystis (3), o iSdmsios skystis nusiurbiamas (4). Sias tris dalisgja
siauras kanalas. Trys dalinai atskirtos eésdveikalingas tam, kad perfuzijos metu
staigesni sky8o padavimo ar nusiurbimo svyravimai itakoty tyrimo sistemos
stabilumo. 2- motoneuran sankaupos; 5- stiklinis elektrodas; 6- stiprintvar-
referentinis elektrodas; 8, 9- analogas- kodasikkeit 10- personalinis kompiuteris
(Pentium 111) skirtas duomensaugojimui, vaizdavimui realiame laike ir sésvimpuls;
formavimui; 11- personalinis kompiuteris (Pentiur) i kuri imontuota speciali
duomem surinkimo plok& PCI-MIO-16XE-10 (National Instruments, JAV). Jis

reikalingasigyvendinti dinaminei fiksacijai.
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Lasteks varzos sumazinimdii ekstrahstelin skysi buvo pridedama (@) muscimol
hydrobromide (Sigma)- GABA, recepton agonisto.

Im¢iy skirtumai analizuojami poriniu t-testu. Skirtum&ikomi reikSmingais, jei
patikimumo lygmuo p<0.05. Matavimrezultatai pateikiami tokiu formatu: vidurkis +

standartinis kvadratinis nuokrypis.

3. Dinamires fiksacijos metodas.

Nustatyti sro¥s funkcip, daznai naudojamos farmakologgnmedziagos (aktyvatoriai ir
blokatoriai), kury prisijungimas prie kanalo (kuris generuoja tirtarsrow) sukelia
kanalo aktyvavim ar blokavim. Deja nisy tiriamai pastoviai natrio jansrovei réra
specifiny aktyvatorip ar blokaton;. Gerai zinomas natrio kamalblokatorius TTX-
blokuoja hap t&fiau blokuojama ir Nar- lastek nebegeneruoja VP. Naudojani $
blokatoriy srow galima istirti tik ikislenkstiase ver¢se. Taip pat kaipnke blokatorius
naudojamas riluzolis, bet jis taip patra specifinis, nes veikiamayl, bei sinapsse
glutamato iSskyrimas (Urbani and Belluzzi 2000).

Kitas kudas tirti sro¢s funkcip- panaudojant dinamés fiksacijos metogl [gyvendinti
§i metody sukuriamas sras modelis, kuris apraso tiriamos stswriklausomybes nuo
laiko, {tampos, bei kit faktoriy. Pro stimuliavimo elektrag tam tikru dazniuj lastek
ileidziama pagal sré¢ model apskafiuota sro¢. Tokiu bidu lastekje imituojama
tiriamoji srow. Tai paketia farmakologit aktyvatoriaus naudojim

Dinamirgs fiksacijos metodu galima ir eliminuoti tiriamsrow ileidziant prieSingos
krypties srog- tiriamoji ir ileidziamoji sroes viena kif kompensuoja. Tai atitinka
farmakologin blokatoriaus naudojim

Inap funkcija wZzlio motoneuronuose buvo tiriama imituojant s®wlokavina- pro
elektrody jleidZiama prieSingos krypties skgvatitinkanti tiriamajai \ap Sios srovs
modelis buvo sukurtas ankstesniuose darbuose (@aibis 2007) (Pav. 2.2.). Dinaminei
fiksacijaiigyvendinti panaudota dr. G. Svirskio sukurta pragré iranga.

Misy tiriama sro¢ priklauso nuodsteks potencialo, o jis laike kinta. Téldkiekvienu
laiko momentu yra matuojamasgsteks potencialas, jis sustiprinamas ir per analogas-

kodas keitikl siurtiamas i kompiutef (Pav. 2.1 9-11). Kompiuteryje atliekami
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matematiniai veiksmai suskaioti srows vert prie atitinkamogtampos, o susk&uota
prieSingos krypties srévper analogas-kodas keitikbiurtiama i lastek. Ir procesas

kartojamas iS naujo.

I(V)=0,V<V,,
|(V): k-(V Kkt V) Vae <V <V,

l(V):k'(V Kt _Vth) V>V,

al

Vakt Vin Vv
|

K*(Vakt - Vth) e

Pav.2.2. \.,pmodelis(Gabrielaitis 2007)

Vak yra Sios sroés aktyvavimosiitampa. EksperimentiSkai nustatyta, kad &rov
aktyvuojasi prie 10 mV neigiamesnitampos veiiy, nei VP slenkstis. ¥ lasteks VP
generavimo slenkstis. Taigi parametraiyVir Vi, kiekvienai hstelei nustatomi
individualiai. k- tai efektyvusis Nakanal; salygojarciy Inap laidumo jvertis. Jis buvo
suskatiuotas i$ ankstespimataviny, jo vere k=0.05uS.

Si srow buvo istirta tik ikislenkstigje srityje. Pasiekus slenkstktyvuojasi natrio, kalio,
kalcio jony laidumai ir hsteks varza labai sumé&a. Kadangi \.p palyginus su
pereinama natrio jansrove, yra labai maza, tai virSslenskgindalyje hap lasteks atsak
itakos mazai, tod prie jtampos veliy, teigiamesnj nei VP generavimo slenkstis, buvo

tariama, kad sravijsisotina ir nebekinta.
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Rezultatai

1. Ivapitaka hsteks savyldms.

Reobaz.

VP generavimo slenkstinsrow (reobaz), tai srovs dydis reikalingagleisti i lastek,

kad ji sugeneruat VP. Nustatyti reobazlastek buvo dirginama 2 sekundgitrukmes

didéjanciais sros impulsais. Po to atliekami matavimai su t&ipdastele eliminavus
Inap Kadangi kap yra Zadinanti sray tai jos blokavimas téty padidinti reobag (reikia

daugiau depoliarizuoj&ios srovs, kad sugeneruoti VP).

60

40 kontrol &

-lNaP

204

o
| '

-204

Potencialas, mV

-404

.60 { \
'80 T T T T T T T T T T 1
0 500 1000 1500 2000 2500
laikas, ms

Pav.3.1 lasteks atsakai 1.2 nA sro¥s impuls.

IS 3.1 paveikslo matome, kadienodo stiprumo sra@g impuls lastek atsako skirtingai:
pilka kreive- tai kontrolinis atsakas (generuojamas VP), o gdatsakas eliminavusab
(VP negeneruojamas).
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Pav. 3.2 lasteks atsakaj 1.7 nA srox.

Padidinusileidziamy srow VP pradedamas generuoti ir eliminavygel( Pav. 3.2).
Reobags poslinkis buvo 0.48 +0.01nA (n=12). p<0.05.

Perdavimo funkcija (f-1).

Siame etape taip pat tiriamasteliy atsakaij 2 sekundij skirtingo dydZio srogs
impulsus kontrddje ir eliminavus Jap dinamires fiksacijos laidu. Perdavimo funkcija- tai
VP daznio priklausomybnuoileidziamos sroés.

Ankstesniuose tyrimuose nustatyta, katl \dP daZnio adaptacijos perdavimo funkcija
laike kinta, todl VP dazn skatiavome skirtingais laiko tarpais: 1) daznis tarpefly
pirmyjy VP; 2) dazni vidurkis tarp pirmajuy keturip VP; 3) paskutias pugs sekunds
VP dazni vidurkis.
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Pav. 3.3 Motoneurono perdavimo funkcija (daznip farmuju 2 VP) kontrotje ir eliminavus
INaP-

Motoneurono perdavimo funkcijos kont@ ir eliminavus \,p skiriasi (Pav. 3.3.).
Daznis skaliuotas tarp pirmju dvieju VP. Perdavimo funkcij charakterizuoja tiesiis
regresijos statumas. Paqu# eliminavimo perdavimo funkcijos statumas patikimai
padictjo 53+41% (n=12). Atitinkamai nkp perdavimo funkcijos statuansumazina
31+15%. (p<0.05)

Kai daznis sk&iuojamas kaip vidurkis dazpitarp pirmyjuy keturiy VP, tai po \ap
eliminavimo perdavimo funkcijos statumas patikimpadictjo 40+33 % (n=12).
Atitinkamai Iyap perdavimo funkcijos statumsumazina 25+16% (p<0.05). Varveake
(Varveake et al., 2006) gavo panaSius rezultatdsstétumas tarp pirgju ketury VP
pasalinusap padicjo 44%.

Kai daznis sk&iuojamas kaip paskutts pugs sekunds dazni vidurkis, tai po fap
eliminavimo perdavimo funkcijos statumas patikimpaditjo 32+18 % (n=7).

Atitinkamai Inap perdavimo funkcijos statursumazina 23+10%. (p<0.05)
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Perdavimo funkcijos statumas charakterizuagteks atsako jautrumij srows impuls.
Kuo statumas didesnis, tugstek reaguoja jautriau. IS gautezultat; galime manyti, kad

Inap Statuna sumazina ir tokiu #du lastek gali tiksliau atsakytj dirgikl;.

2. Varzos sumazinimgaka hsteks savyldms.

Muscimolio (21M) pridéjimas i ekstrajstelire terp sulkélé lasteks varzos sumajima
22+16 % (n=8). Norsabteks varza sumajo visose 4stekse (nuo 5% iki 56%), taau
sumazjimas rera patikimas (p>0.05). Taip yra tddkad hsteks varzos Zenkliai skiriasi-
nuo 5 iki 27 M.

Reobaz.
Reobaz buvo nustatigjama analogiSkai kaip ir eksperimentuose gib. IPO hsteks
varzos sumazinimo, reobapadicjo 0,8+0,57nA (p<0,05; n=8).

f-1.

Pastebta, kad pridjus muscimolio dalis motoneuran(n=3) VP stimulo pabaigoje
pradeda generuoti netolygiai (Pav.3.4.). dodustatirtjant motoneurono perdavimo
funkcija, daznis pasirenkamas tik stimuliavimo pradziogeg(tpirmy 2 VP ir tarp pirng 4
VP).

A B

| -
1s 1s

J L1 A J \.l]nA

Pav.3.4. Motoneurono atsakisrows impuls. A- kontrok; B- pridéjus muscimolio.
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3.5. paveiksle pavaizduotos motoneurono perdaviumicijos (kontrokje ir pridejus
muscimolio), kai VP daznis tarp pitgu 4 VP. Perdavimo funkeij charakterizuoja
tiesinés regresijos statumo koeficientas.

Paveikus motoneurammuscimoliu perdavimo funkcijos statumas suém34,1+24,5%
(n=8; p<0.05), kai daznis skaiojamas tarp pirngu 2 VP, ir 18,6£10,7% (n=8; p<0.05),
kai daznis sk&luojamas tarp pirngu 4 VP.
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90+ /
] /
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- /
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= 50
404
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Pav.3.5. f-1 kontrdije ir paveikus muscimoliu (daznis tarp pigu 4 VP).

f-1 statumo magimas aptiktas ir neuroninio tinklo veikimo metudi) and Hounsgaard
2007). Tai parodo, kad varzos sumazinimas musamieliidzia priargti prie slygy,

artimy neuroninio tinklo veikimo metu.

Tyrimai parod@, kad prieSingos sr@ég (tekanti hqp ir iStekanti Cl jony srow) sukelia
skirtingus reobas poslinkius. Kadangi srés yra prieSingos, tai rezultatas nestebina.
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Idomiau yra tai, kad prieSingos sésvsukelia vienogl perdavimo funkcijos kitirp (f-

statumas maia).
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ISvados.

D¢l pastovios natrio joip srows, motoneuronas veikimo potenaiaugeneruoja
stimuliuojant mazesis amplitu@s srove.

Pastovi natrio jom srowe sumazina perdavimo funkcijos (f-I) stataum

D¢l lasteks iéjimo varzos sumazinimo, motoneuronas veikimo patdac
sugeneruoja stimuliuojant didesnamplituds srove.

Lasteks iéjimo varzos sumazinimas sumazina perdavimo funkdijd) statuna.
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Vilniaus Universitetas
Gamtos moksj fakultetas
Biochemijos ir biofizikos katedra

Robertas Guzulaitis

Magistrinis darbas

Motoneurom perdavimo funkcy jtakojantys veiksniai

Santrauka

Motoneuronas sinapsines sroves transformuojaeikimo potencial (VP) sek. Si
transformacih apibidina motoneurono perdavimo funkcija, kurigalima tirti
eksperimentisSkai, kaip VP daznio priklausomaybuo jleidziamos srogés dydzio (f-I
santykis).

Veikimo potencialo ir jo sak generavim stipriai jtakoja sro¥s, kurias generuoja
itampos valdomi jowm kanalai. Viena toki sroviy yra pastovi natrio jansrow (Inap)-
Tyrimai atlikti su \ézliy (Chrysemys scripta elegans) nugaros smeggnmotoneuronais.
Nustatyme, kadnkp motoneuronuose sukelia reobsizoslink | mazesni sroviy pus:.
Taip pat kLap Sumazina perdavimo funkcijos (f-1) statam

Nustatyta, kad kasymosi reflekso metu (veikiantiroriniam tinklui) motoneuran
laidumas Zenkliai padih. Motoneurono laidumo padiging galima sukelti |
ekstrahstelire terpe pridéjus muscimolio- GABA recepton; agonisto.

Nustaéme, kad dsteks laidumo padiéjimas reobag paslenka didesni; srovy pus:.
Motoneurono laidumo padifimas taip pat sukelia perdavimo funkcijos (f-Datstmo

sumazjima.
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Vilnius University
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Department of Biochemistry and Biophysics

Robertas Guzulaitis

Master thesis

Factors affecting f-1 relation in motoneurons

Summary

Motoneurons transform synaptic inputs in to segaerof action potentials (AP). This
transformation can be investigated as dependenspiké frequency on injected current
(f-1 relation).

Generation of AP and firing-pattern are strongifluenced by a number of voltage
dependant ion conductance. The role of persistius current (. on f-1 relation
was investigated. The investigation was performadnwtoneurons from adult turtle
(Chrysemys scripta elegans) spinal cord.

We found thatN,p decreased the reobase and decreased the steephiksslation.

It was found, that during scratching (when neunoesvork are active) the conductance
of motoneurons was strongly increased. We invetgtibhow high conductance affects
reobase and f-I relation. The conductance of matmres was increased by bath applied
muscimol- an agonist of GABAreceptors.

We found that increased motoneuron conductancgeased reobase and decreased the

steepness of f-1 relation.
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