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Jvadas

Daugelis neurony pirminéje regos Zievéje (V1) yra selektyvis stimulo dydziui
demonstruodami iSorinj slopinimg regimajam stimului, jei pateikiamas stimulas virsija
klasikinj recepcinj laukg (RL) (Allman et al 1985, Blakemore & Tobin 1972, Gilbert &
Wiesel 1990, Knierim & van Essen 1992, Nelson & Frost 1978). Labai svarbu suprasti
iSorinio slopinimo neuroninj mechanizmg, nes tai vienas i§ pagrindiniy regimojo
suvokimo aspekty: regimojo stimulo svarbos skaiCiavimai atliekami lokalig informacija
integruojant globaliame kontekste (Sachdev et al 2012).

Tikétina, kad iSorinis slopinimas yra skirtingy neuroniniy tinkly ir mechanizmy
kombinacija. Erdviné sumacija (angl. spatial integration) iki Siol placiausiai buvo
tyrinéjama auksStesnés eilés Zinduoliuose ir pastebéta, kad iSorinis slopinimas yra
daugiakomponentis reiskinys, susidedantis iS tiesioginio perdavimo (angl
feedforward) (pvz., (Alitto & Usrey 2008, Solomon 2002, Webb et al 2005)), griZtamojo
rySio (angl. feedback) (pvz. (Angelucci et al 2002, Bair et al 2003)) ir horizontaliy
tarpzieviniy grandiniy (pvz., (Angelucci et al 2002, Gilbert et al 1996, Reynaud et al
2012, Somers et al 1998)). Iki Siol néra Zinoma kokia yra Siy, skirtingy rysiy, jtaka
erdvinei sumacijai bei kokiy tipy Igstelés dalyvauja.

Panaudojus naujausius genetinius metodus peliy modelyje, neseniai buvo
charakterizuoti erdvinés sumacijos neuroniniai tinklai V1 2/3 sluoksnyje, kurie turéjo
somatostating ekspresuojanciy (SOM+) slopinanciy interneurony (Adesnik et al 2012).
Sio tipo interneuronai patys turi ganétinai silpna iSorinj slopinima, tac¢iau, pateikus
dideliy dydziy regimuosius stimulus, gali slopinti arti esancias piramidines Igsteles.
Taip pat pastebéta, kad optogenetiné SOM+ interneurony hiperpoliarizacija susilpnina
iSorinj slopinima (Adesnik et al 2012, Nienborg et al 2013).

Kity interneurony jtaka iSoriniam slopinimui néra Zinoma. Parvalbuming
ekspresuojantys (PV+) interneuronai yra pagrindiné GABAerginiy (angl. gamma-

aminobutyric acid) interneurony klasé peliy V1 (Gonchar et al 2007). Palyginus PV+



interneuronus su bendra V1 neurony populiacija, PV+ 1gsteliy RL yra didesni, o iSorinis
slopinimas silpnesnis (Adesnik et al 2012). Be to, manoma, kad PV+ interneuronai
dalyvauja stiprinimo kontroléje (angl. gain control) ir atsako normalizavime (Atallah et
al 2012), kurie, kaip tikima, yra pagrindiniai elementai norint iSmatuoti iSorinj
slopinimg (apZvelgta (Carandini & Heeger 2012)). Dél to, greiciausiai, PV+
interneuronai jtakoja iSorinj slopinima, taciau tiksli jtaka néra Zinoma.

[Sorinis slopinimas labiausiai iStyrinétas 2/3 V1 sluoksnyje. MaZai yra Zinoma apie
iSorinio RL slopinimo pasiskirstyma skirtinguose pelés Zievés sluoksnuose. Vienintelio
tyrimo (Van den Bergh et al 2010) apie sluoksninj iSorinio slopinimo pasiskirstyma
autoriai nepastebéjo jokios RL savybiy priklausomybés nuo sluoksnio, kuri bidinga
tokiems Zinduoliams, kaip katés ar primatai. Pastarasis tyrimas buvo atliktas
naudojant anestezuotus gyvunus ir tai galéjo turéti itakos slopinantiems pelés V1
neuroniniams tinklams (Adesnik et al 2012, Haider et al 2013).

Neuroniniai atsakai priklauso ne tik nuo sensorinio iéjimo, bet ir yra stipriai
moduliuojami gyvino elgsenos. Primaty elgsena gali buti lengvai kontroliuojama
panaudojant jvairias eksperimenty paradigmas, pavyzdZiui manipuliuojancias
selektyvy démesj (Noudoost 2010). Iki Siol tokios paradigmos tyrimuose su grauZikais
neéra iSvystytos, tad elgsena daznai yra skirstoma tik i dvi buisenas: aktyvig ir pasyvia.
Aktyvi busena yra siejama su desinchronizuotu aktyvumu, o pasyvi - su
sinchronizuotomis fluktuacijomis (Harris & Thiele 2011). Yra manoma, kad aktyvi
grauziky busena turi panasumy ir gali buti lyginama su primaty démesiu (Harris &
Thiele 2011, Maimon 2011).

Naujausi tyrimai, tyrinéjantys peliy V1 sensorinio apdorojimo pokycius priklausancius
nuo budrumo busenos, charakterizavo kaip gyviino judesiai moduliuoja pavienio
neurono aktyvuma. Judéjimo metu, V1 2/3 ir 4 sluoksniy neurony membranos yra
labiau depoliarizuotos (Andermann et al 2013, Bennett et al 2013, Keller et al 2012,
Niell & Stryker 2010, Polack et al 2013) ir sustipréja selektyvumas (angl. tuning gain)
(Niell & Stryker 2010, Polack et al 2013). Sie poky¢iai gyviino judéjimo metu gali biti

moduliuojami noradrenerginés sistemos (Polack et al 2013). Be to, judesio metu
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pavieniai neuronai atsako j regimaji stimulg patikimiau, nes atskiry stimuliavimy metu
membranos potencialo ir neurony atsaky variabilumas yra sumazinti (Bennett et al
2013, Polack et al 2013).

Nors minétieji moksliniai darbai nekelia abejoniy, kad pavieniy neurony aktyvumas
yra moduliuojamas judesio, vis tik néra Zinoma kaip gyvino judesiai veikia su rega
susijusius pozievinius centrus ir neurony populiacijas skirtinguose V1 sluoksniuose.
ISskyrus vieng tyrimg, atlikta dviejy-fotony vaizdinimo metodu (Andermann et al
2013), su judesiu susijusiy atsaky sluoksninis pasiskirstymas V1 iki Siol nebuvo tirtas.
Vyrauja nuomoné, kad su judesiu susijusios sensoriniy neurony stiprinimo
moduliacijos biidingos tik smegeny Zievei. Si nuomoné remiasi pirmuoju straipsniu $ia
tema, kurj publikavo Niell ir Stryker (Niell & Stryker 2010) ir teigé nerade su judesiu
susijusiy atsaky poky¢iy Soniniame keliniame kiine (SKK). Tadiau, naujausioje
studijoje (Polack et al 2013), autoriai tyre su judesiu susijusig membranos potencialo
depoliarizacijg 4-ame, iS§ gumburo informacija priimanciame, regimosios Zievés

sluoksnyje, ir bent i$ dalies tirtas savybes galéjo priskirti SKK poveikiui.

Tikslas

[Stirti kaip stimulo parametrai ir gyviino elgsena veikia informacijos apdorojima pelés

gumbure ir pirminéje regos Zievéje.

Darbo uzdaviniai

[Stirti pelés V1 erdvinés sumacijos sluoksninij profilj;

* [Snagrinéti laikine iSorinio slopinimo dinamika;

* Nustatyti parvalbumininiy interneurony jtaka iSoriniam slopinimui;
* Jvertinti anestezijos poveikj erdvinei sumacijai;

e Istirti gyviino judéjimo poveikj SKK lygyije;

* Patikrinti ar gyviino judéjimas susijes su vyzdZio iSsiplétimu;
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Darbo naujumas
Abi Sio darbo dalys pateikia naujy Ziniy regos neuromoksluose. Mes radome, kad
panasiai, kaip tyrimuose, atliktuose su aukStesnés eilés Zinduoliais, budriose pelése
iSorinis slopinimas stipriausias yra pavirSiniuose sluoksniuose ir iSsivysto laikui
bégant. Mes parodéme, kad du, plaCiausiai regos sistemos eksperimentuose su
anestezuotais grauZzikais naudojami anestetikai, i esmés kei¢ia gaunamus rezultatus:
anestezija ne tik susilpnina iSorinj slopinimg, bet taip pat panaikina sluoksninj
specifiSkumg ir sulétina laikine slopinimo dinamika. Mes taip pat atradome, kad PV+
interneuronai veikia erdvine sumacija moduliuodami stimulo gebéjima suzadinti. Be
to, mes parodéme, kad pelés judéjimas moduliuoja pavieniy V1 neurony stiprinimg su
tam tikru sluoksniniu pasiskirstymu, bei sumaZina neurony populiacijos atsaky
tarpneuronines koreliacijas. PrieSingai tam, kas Siuo metu yra manoma, mes atradome,
kad judéjimas moduliuoja atsakus net SKK lygyje. Galiausiai, mes pirmieji parodéme,
kad peliy judéjimas sukelia vyzdzio iSsiplétima. Kartu Sie rezultatai rodo, kad regos
sistemoje smegeny budrumo lygis formuoja neurony aktyvumg ankstesnése

informacijos apdorojimo stadijose, nei manyta.
Ginamieji teiginiai

* Pirminei regos Zievei yra budingas sluoksninis selektyvumo stimulo dydziui
pasiskirstymas;

* Peliy V1 erdvinei sumacijai budinga laikiné dinamika;

* PV+ interneuronai gali formuoti iSorinj slopinimg sumaZindami regimojo
stimulo aktyvinantj poveikj;

* Anestezija moduliuoja erdvine sumacija;

* Judéjimas padidina atsako dazZnj jau gumburo lygmenyje;

* Judéjimo poveikis gali buti stebimas jau akies lygmenyje.
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1 Metodai

1.1 | metody dalis: “ISorinis slopinimas pelés pirminéje regos zZievéje:

priklausomybé nuo zievés sluoksnio ir anestezijos poveikis”

Eksperimentai buvo atlikti su suaugusiomis pelémis. Proceduros buvo atliekamos
Tiibingeno universiteto, Werner Reichardt Integruoty neuromoksly centre, Vokietijoje,
vadovaujantis Neuromokly draugijos standartais, Vokietijos gyviny apsaugos
jstatymais ir patvirtintos vietos valdZios institucijy. Licencijos: CIN1/10, CIN3/11,
CIN1/13 ir CIN4/12. Duomenys buvo registruojami atlikus kraniotomijg (<1mmz2)
3mm lateraliai nuo kaukolés vidurio linijos ir 1,1mm j priekj nuo skersinio sinuso
(angl. transverse sinus) (Wang et al 2011). UZlasteliniam neurony registravimui V1
buvo naudojami 16 kanaly silicio elektrodai (Neuronexus, modelis A1x16-3mm50-
177, atstumas tarp kanaly - 50 um) (Pav. 1). RL pozicijos, neurono geriausiai skiriamos
orientacijos ir selektyvumo kontrastui matavimai buvo atliekami realiu laiku
naudojant auksStu dazniu filtruotus signalus, kurie virsijo fiksuotg slenkstj (daZniausiai
buvo naudojamas 4,5-6,5 SD). Poeksperimentinei analizei naudojant NDManager
programinés irangos paketg (Hazan et al 2006) buvo iSskiriami veikimo potencialai
(VP) kiekvienam elektrodo kanalui atskirai iS nefiltruoty duomeny, kurie buvo
registruojami 30 kHz daZniu. Siuo atveju VP detekcijai buvo panaudotas automatiskai
nustatytas slenkstis (Quiroga et al 2004) ir padauginama i$ dviejy, kad iSvengti
klaidingo slenks¢io, kurj galéty perzengti triuk$minio lygio signalas. Si procediira
uztikrino aukstos kokybés daugybinio neurony (angl. multi-unit) aktyvumo tyrima
(Pav. 1B). Atliekant pirmajg darbo dalj, nebuvo optimalios strategijos didelio tankio
daugiakanaliy elektrody VP rusSiavimui (Einevoll et al 2012), mes neatlikome
sisteminio VP ruSiavimo. Tad Sio baigiamojo darbo dalyse, kur minima erdviné
sumacija pirminéje regos Zievéje ir anestezijos jtaka, mes naudojame terming
“neuroniniai vienetai” (angl. units) turédami omenyje daugelio neurony aktyvumag

viename elektrodo kontakte.
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Pav. 1. A: 16-kanaly linijinis silicio elektrodas (Adaptuota i$ NeuroNexus katalogo). B:
Veikimo potencialy autokorelogramy pavyzdziai.

1.1.1 Eksperimentai su anestezuotais gyviunais

Sesios C57BL/6] pelés buvo anestezuotos naudojant 3% izoflurana (Isoflurane)
anestezijos indukcijai. Anestezijos palaikymui operacijos metu buvo naudojamas
uretanas (Urethane, 750 mg/kg, i.p.) ir izofluranas (1-2%). Analgezijai buvo naudotas
buprenorfinas (Buprenorphine, 0.1 mg/kg, s.c.), o bronchy sekrecijai sumaZinti -
atropinas (Atropine, 0.3 mg/kg, s.c.). Gyvino temperatira buvo palaikoma 37°C
naudojant grjZtamojo rySio kontrolés Sildomaja sistemg (WPI, ATC-1000 DC
Temperature Controller). Prie kaukolés danty cementu (Tetrik EvoFlow, Ivoclar
Vivadent) buvo pritvirtintas pagal uZsakyma pagamintas metalinis galvos laikiklis.
Kontrolinis vielinis elektrodas buvo jkiStas j smegenéles, o vielinis elektrodas skirtas
jZeminimui - | kaukolés raumenis. Duomeny registracijos metu, izoflurano anestezijos

lygis buvo sumazinamas iki ~0,5%.

1.1.2 Eksperimentai su budriais gyviinais

Naudojant izoflurano anestezija (3% indukcijai ir 1-2% palaikymui), SeSioms
C57BL/6] peléms buvo pritvirtinti galvos laikikliai ir j kaukole vir§ smegenéliy jgrezti
miniatitriniai varZtukai skirti kontrolei ir jZeminimui. Operacijos metu po oda buvo
suleisti atropinas (0.3 mg/kg, s.c.), antibiotikai (Baytril, 5 mg/kg, s.c.) bei analgetikai

(Buprenorphine, 0.1 mg/kg, s.c.). Tris dienas po operacijos gyvunui buvo SvirkS¢iami
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tos pacios rusies antibiotikai ir ilgesnio veikimo analgetikai (Carprofen, 5 mg/kg, s.c.).
Tada pelés buvo treniruojamos jtvirtinant galvos laikiklius ir leidZiant pelei bégti ant
oro srovés pakelto ir laisvai judancio polistirolo kamuolio (Pav. 2) (Dombeck et al
2007). Gyvunui pripratus prie kamuolio, atlikome kraniotomijg vir§ V1 ir po
kiekvienos duomeny registracijos sesijos, kuri truko 3-4 valandas, “uzdaréme”
kraniotomijg Kwik-Cast (WPI) silikonu. Tam, kad buty iSvengta bet kokia anestezijos
jtaka, duomeny registracija buvo atliekama sekancig dieng po kraniotomijos. Kamuolio
judesius registravome 90Hz dazniu naudojant dvi kompiuterio optines peles, kurios

buvo sujungtos su mikrokontroleriu (Arduino Duemilanove).

Pav. 2. Ant oro srovés pakeltas polistirolo kamuolys. Dvi optinés pelés kamuolio
judesiy aptikimui.

Akiy judesiai buvo stebimi naudojant infraraudonyjy spinduliy apSvietimg ir video
kamera (Guppy AVT, kadry daZnis - 50 Hz) su artinimo objektyvu (Navitar Zoom
6000). Registruoty akiy judesiy amplitudé buvo pakankamai maza (vieno pakartojimo
metu - 1-2 laipsniai) (Pav. 3). Be to, paSalinus i$ analizés stimulo pateikimo
pakartojimus kuriy metu buvo akiy judesiai - pelés V1 selektyvumo kreivé stimulo
dydZiui nepasikeité (Adesnik et al 2012). Eksperimenty metu, patalpoje buvo tamsu, ir
vienintelis Sviesos Saltinis buvo kompiuterio monitorius, kuriame buvo pateikiami

stimulai.
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Pav. 3. Akiy judesiy analizé. A: Pelés akies judesiy registracijos vaizdas eksperimenty
metu. B: DeSinéje: horizontali akies padétis laipsniais (200 pakartojimy), horizontali
juoda juostelé Zymi stimulo pateikima; kairéje: akies padéties iSsibarstymas tarp
pakartojimuy. C: Akies padéties vidutinis nuokrypis atskiry pakartojimy metu.

1.1.3 Eksperimentai su budriais gyviinais naudojant optogenetika

Septynioms PV-IRES-cre peléms (B6;129P2-Pvalbtmi(cre)arbr /T The Jackson Laboratory)
buvo atliktos galvos laikiklio pritvirtinimo operacijos tuo paciu budu, kaip aprasyta
auks¢iau. Siuo atveju papildomai operacijos metu per maZo skersmens kraniotomija
virs V1 (3mm lateraliai nuo kaukolés vidurio linijos ir 1,5mm j priekj nuo skersinio
sinuso) buvo suleidZiamas adeno-asocijuotas virusas
AAV2/1.EF1a.DI0.hChR2(H134R)-EYFP.WPRE.hGH arba
AAV2/9.EF1a.DI0.hChR2(H134R)-EYFP.WPRE.hGH (UPenn Vector Core). Virusas buvo
suleidZiamas naudojant stikline pipete, jtvirtintg i Picospritzer III (Parker) prietaisa.
Pipeté buvo nuleidZiama j ~750 um gylij ir i$ viso buvo suleidZiama 100-150 nl viruso
laipsniSkai kas 100 um traukiant pipete j virSy. Po operacijos kraniotomija buvo
“uzdaroma” Kwik-Cast (WPI) silikonu. UZlgsteliné neurony registracija buvo atliekama
3-4 savaites po viruso suleidimo. Siai registracijai buvo atliekama ~1mm kraniotomija

vir$ V1 kaip apraSyta auksciau.

1.1.4 Fotostimuliacija
Fotostimuliacija buvo atliekama naudojant 200 pm skersmens pluostinj Sviesos dioda
(angl. LEDs - light-emitting diode; Doric lenses), kurio skleidZziamos Sviesos bangos ilgis

473nm. Si mélyno spektro Sviesa buvo generuojama ir jos intensyvumas reguliuojamas
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LED jtaisu (LEDD1B, Thorlabs). Sviestukas buvo jtvirtinamas j laikiklj ir priartinamas
prie V1 kraniotomijos maziau nei 1Imm atstumu. 250 ms LED Sviesos impulsai buvo

pateikiami regimojo stimulo pateikimo viduryje, 22 mW/mm? intensyvumu.

1.1.5 Histologija

Histologinei analizei atlikti, pelés buvo anestezuotos pentobarbitaliu (Narcoren, 200
mg/kg) ir atlikta perfuzija per Sirdj naudojant 0,2M natrio fosfato buferj (NFB) (angl.
sodium phosphate buffer — PBS) po kurio seké 4% paraformaldehido tirpalas (PFA)
skiestas NFB. Toliau smegenys buvo patalpintos 24 valandoms i 4% PFA tirpalg ir tada
praplautos 3 kartus NFB. Naudojant vibrotoma (Microm HM 650 V-Thermo Scientific),
smegenys buvo supjaustytos 60 um storio pjuviais, kurie buvo laikomi blokuojanc¢iame
skystyje (10% Roche blocking reagent for Elisa NFB tirpale su 0.3% Triton-X 100
detergento) vieng valandg, kambario temperatiroje. Tada 24 valandas pjuviai laikomi
anti-PV pirminiy antikiiny tirpale (Sigma; 1:2000 blokuojanciame skystyje iStirpinto
su NFB ir 0.3% Triton-X 100 detergento), 4°C temperatuiroje. Po to vél praplauti 3 x 10
min. NFB tirpalu ir palikti inkubuotis antriniy antikiiny tirpale Alexa 647 (Invitrogen,
1:1000 blokuojanciame skystyje iStirpinto su NFB ir 0.3% Triton-X 100 detergento).
Pjiviai, praplauti 3 x 10min. NFB tirpalu, buvo pritvirtinti prie objektinio stiklelio ir
uzlaSinus Vectashield (Vector Laboratories) uZdengiami dengiamuoju stikleliu.
Preparatai buvo stebimi fluorescenciniu mikroskopu (Zeiss Imager.Z1m fluorescent
microscope) ir ieSkoma V1 Igsteliy, kuriose biity matomas geltonai fluorescensuojantis

baltymas (Yellow Fluorescent Protein (YFP)) ir Alexa-647 (Pav. 4).

17



Pav. 4. PV+ interneurony ChR2-eYFP transfekcija. A: PV lasteliy imunodaZymas. B:
ChR2-EYFP ekspresija. C: persidengimas. Rodyklés nurodo lasteles, kuriose persidengia
imunodaZymas ir ChR2-EYFP ekspresija. Mastelio juosta, 50pm.

IS analizés mes paSalinome vieno gyvino duomenis, nes optogenetinés
fotostimuliacijos metu nebuvo pastebéta jokiy atsako daznio pokycCiy. Histologiné
analizé patvirtino nesékmingg viruso ekspresijg. Taip pat mes paSalinome duomenis,
registruotus iS PV+ interneurony, kuriuos identifikavome pagal trumpalaikj ir stipry

atsaka j stimuliacijg mélyna Sviesa.

1.1.6 Vizualiné stimuliacija

Regimieji stimulai buvo pateikti Expo programinés irangos pagalba (EXPO;
https://sites.google.com/a/nyu.edu/expo/home)) sukalibruotame LCD monitoriuje
(Samsung 2233RZ, vidutinis ekrano skaistis 50 cd/m?).

PrieS atliekant selektyvumo stimulo dydZziui eksperimentus, atlikome ON ir OFF
recepciniy lauky paieska pateikdami iSsibarsc¢iusio triukSmo (angl. sparse noise)
stimulg (Liu et al 2009). Stimulg sudaro 4 laipsniy skersmens balti ir juodi
kvadratéliai, kurie atsitiktine tvarka pateikiami 40 laipsniy lauke (Pav. 5A). Vieno
kvadratélio rodymo trukmé - 180 ms. Vélesni stimulai buvo pateikiami j centrg i$

suvidurkinty RL skirtinguose kanaluose.
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Pav. 5. Stimuly rinkinys naudotas eksperimenty metu. A: iSsibarsCiusio triukSmo
stimulas. B: stimulas, skirtas tirti orientacijos selektyvuma. C: stimulas, skirtas tirti
kontrasto selektyvuma. D: stimulas, skirtas tirti dydzio selektyvuma. E: stimulas,
skirtas tirti laikinio daZnio selektyvuma. F: stimulas, skirtas tirti erdvinio daZnio
selektyvuma.

Eksperimenty metu buvo atliekama analizé realiame laike, tad stimulo dydZio
selektyvumui nustatyti eksperimento metu (Pav. 5D) buvo pasirinkta orientacija,
kuriai neuronai buvo selektyvis prieS tai atliktame - stimulo orientacijos selektyvumo
- eksperimente (Pav. 5B). Orientacijos nustatymui buvo naudojamos 8 krypciy, pilno
kontrasto, 2 s trukmés gardelés (erdvinis daznis - 0,02 ciklai/9, laikinis dazZnis 1,5
ciklai/s). Sie, erdvinis ir laikinis, daZniai atspindi optimalias vertes, biidingas peliy V1
(Marshel et al 2011). Orientacijos selektyvumui grauziky V1 yra budinga “druskos -
pipiry” (angl. salt-and-pepper) organizacija (Ohki et al 2005), tad sunku i$§ daugybinio
neurony aktyvumo (angl. multiunit) nustatyti optimalig orientacijg. Taciau, mes
stengémés optimizuoti stimulo orientacijag pasirinkdami orientacijg, kurig pateikus

buvo stebimas didZiausias neuroninis aktyvumas ir VP formos “Svariausios”.
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Selektyvumo stimulo dydzZiui eksperimenty metu mes pateikéme 750 ms trukmeés
sinusoidines gardeles su 500 ms tarpstimuliniu intervalu. Gardelés buvo 4 - 67
laipsniy skersmens, vienos orientacijos ir centruotos pagal anksCiau nustatytg RL
centriniy koordinaciy vidurki.

Selektyvumui stimulo dydZiui nustatyti optogenetiniy eksperimenty metu mes puséje
pakartojimy depoliarizavome PV+ interneuronus viduryje regimojo stimulo pateikimo
stimuliuodami 250 ms trukmés mélynos Sviesos pulsais. Regimieji stimulai su Sviesos
stimuliacija ir be, buvo pateikiami pseudo - atsitiktine tvarka. Optogenetiniai
eksperimentai buvo atlikti tik su budriais gyvinais.

Spontaninio atsako dazZniui apskaiciuoti, j kiekvieno regimojo stimulo eksperimentg
buvo jtrauktas tuSc¢io ekrano reZimas (vidutinis skaistis). Elektrodo kanaly padéties
nustatymui V1 sluoksniuose, mes pateikéme visame ekrane, 100% kontrasto
“Sachmaty lentos” regimajj stimula. Vienas langelis - 25 laipsniai, laikinis daznis - 1,5

ciklai/s.

1.1.7 Duomeny analizé
Selektyvumo regimojo stimulo dydZziui kreivéms aprasSyti buvo naudojamas “Ratio-to-
Gausian” modelis (Cavanaugh et al 2002):

R(x) = K.L.(x)/(1+ K,L,(x)),

kur L.(x) = (w, * erf (Wic))z and Lp(x) = (Wp * erf(wip))z

Cia R yra atsakas, Lc centre vykstandio aktyvumo pakelto kvadratu suma, Lp -
periferijos mechanizmo aktyvumo pakelto kvadratu suma, x yra stimulo skersmuo,
K., K,, w,, ir wy, yra stiprinimo bei centro/periferijos dydZio parametrai. Modelyje mes
visada naudojome w, < w,. RL centro dydj mes nustatéme pagal didziausig neuroninj
atsaka pateiktoms skirtingo dydZio gardeléms. RL periferijos dydj apibréZzéme kaip
skersmenij, ties kuriuo neurony atsakas pasiekia asimptote (pvz., stimulo padidéjimas
vienu laipsniu nebeperzengia 0,5% atsako daznio padidéjimo slenkscio). Slopinimo

intensyvumg mes nustatéme apskai¢iuodami slopinimo indeksg: SI = (R, —
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Rs10py/Rope, Kur R,y yra maksimalus atsakas j optimaly stimulg (atsako pikas), o R,y
- asimptotinis atsakas. Vadovaujantis Van den Bergh et al. darbu (2010), neuronus,
kuriy SI > 0,1, mes laikéme slopinamais. Mes paSalinome i$ analizés tuos registruotus
vienetus (angl. unit), kuriy maksimalus atsako daZnis buvo maZesnis nei 1 VP/s arba
jei taikyto modelio patikimumas buvo < 85%.

Mes apskaiCiavome srovés Saltinio tankj (angl. current source density - CSD)
naudodami vietos lauko potencialy (angl. local field potential - LFP) antro laipsnio
iSvestine (Mitzdorf 1985). Duomenys gauti pateikiant “Sachmaty lentos” stimula. Ten,
kur buvo pastebimas pirmasis srovés jlinkimas, mes apibréZéme kaip ketvirtg (L) V1
sluoksnj (Maier et al 2011) ir Kkitus registruotus kanalus priskyréme
supragranuliuotam, granuliuotam ir infragranuliuotam sluoksniams. Be to, kad visus
registruotus elektrodo kanaly duomenis suskirstéme | Sias tris kategorijas, taip pat
miusy rezultatus jvertinome kaip reliatyvaus Zievés gylio funkcijg, kur 0 reprezentuoja
ketvirto sluoksnio vidurj (nustatyto CSD analize). Tada mes panaudojome regresijos
modelj (angl. a local robust regression) gludinto vidurkio (angl. smoothed average)
apskaiciavimui (MATLAB funkcija smooth, metodas rlowess).

Erdvinés sumacijos laikinei dinamikai tirti, mes sulygiavome visy neuroniniy vienety
normalizuotus neuroninius atsakus pagal stimulo atsiradima. Atsako latencija mes
apibréZzéme kaip pirmus 20 i$ eilés einancius laiko vienetus (1 ms intervalas), kuriy
aktyvumas virsSijo spontaninio aktyvumo linijos (angl. baseline) (0 - 200 ms prie$

stimulo atsiradimg) standartinj nuokrypj (angl. standard deviation - SD) 2,85 karto.

1.2 1l metody dalis: Judéjimas, kaip démesio pozymius primenantis reiskinys,

peliy ankstyvojoje regos sistemoje

1.2.1 Elektrofiziologiniy duomeny registracija

Kaip aprasSyta pirmoje metody dalyje “Eksperimentai su budriais gyvunais”, peléms
buvo implantuoti galvos laikikliai ir miniatitriniai kontrolés/ jZeminimo varztukai. Po
prijaukinimo ir treniruociy, pelés galva buvo jtvirtinama laikiklyje ir leidZiama laisvai
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bégti ant oro pagalvés pakelto kamuolio. Akies ir kamuolio judesiai taip pat buvo
registruojami.

UzZlgsteliné neurony registracija buvo atliekama 16 ar 32 kanaly linijiniais silicio
elektrodais (Neuronexus, A1x16-3mm-50-177 (Pav. 6D), A1x32-3mm-25-177 (Pav.
6B), A1x32Edge-5mm-20-177-A32 (Pav. 6C)) arba tetrodais (Neuronexus, A2x2-tet-
3mm-150-150-121 (Pav. 6E)). Visi elektrodai buvo ivesti statmenai smegeny pavirsiui.
V1 neurony registracijai, linijiniai elektrodai buvo jvedami iki ~900 um ir tetrodai iki
~600 um Zemiau smegeny pavirsiaus. SKK neurony registracijai (stereotaksinés
koordinatés: 2,5 mm kaudaliai nuo bregmos ir 2 mm lateraliai nuo vidurio linijos
(Franklin & Paxinos 2008, Grubb & Thompson 2003)) buvo naudojami tik linijinés
konfiguracijos elektrodai ir jvedami | 3 mm gylj. Sprendimas ar registruojamas
neurony aktyvumas priklauso SKK buvo daromas pagal bidingas SKK RL
charakteristikas, tokias kaip RL progresija elektrody kanaluose, pirmenybeés teikimas
aukStiems laikiniams daZniams ir F1 atsaky paplitimas pateikiant kryptingai judancias

gardeles (Grubb & Thompson 2003, Piscopo et al 2013).

22



—»

5mm

77
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linijinio elektrodo galiukas. C: Padidintas “krasto” elektrodo galiukas. D: Padidintas 16-
kanaly elektrodo galiukas. E: padidintas tetrodo konfiguracijos elektrodas ir jo
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galiukas. (Adaptuota iS NeuroNexus katalogo).

1.2.2 Vizualiné stimuliacija

Vizualiné stimuliacija buvo atlikta tuo paciu budu, kaip aprasSyta pirmoje metody

dalyje, “Vizualiné stimuliacija”.

1.2.3 Duomeny analizé

Duomeny iSsibarstymas (angl. error bars) zymimas kaip vidurkis +/- s.e.m., nebent

tekste nurodoma kitaip. Duomeny statistiniam patikimumui jvertinti naudojome
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porinj t-testg. Visy duomeny kokybé liko nepakitusi, jei buvo naudoti kiti, lygiaverciai

neparametriniai testai.

1.2.4 Gyviino judesiai (lokomocija)

Gyvuno judéjimo greitis buvo skai¢iuojamas pagal Euklido (angl. Euclidean norm) trijy
statmeny komponenciy greiCius (Pav. 7) (Dombeck et al 2007). Gyvinas buvo
laikomas judanciu, jei judéjimo greitis (angl. locomotion) perzengdavo 1 cm/s (Niell &
Stryker 2010), ir nejudanciu/ramybés busenoje (angl. stationary), jei greitis buvo
maZesnis nei 0,25 cm/s maZiausiai 0,4 s. Sios salygos buvo taikomos norint jsitikinti,
kad ramybés blusenos metu néra jtraukiami mazos amplitudés kamuolio judéjimo
periodai, kurie daZniausiai sukeliami pelei judinant Gisus. Neuroniniais atsakais, kuriy
trigeris - judesys buvo laikomi tik tie, kuriy metu greitis buvo mazesnis uz judesio
slenkstj maziausiai 0,5 s prieS perZengiant ir maziausiai 0,5 s po slenkscio perzengimo.
leskant judesio moduliacijy regimyjy stimuly selektyvumo eksperimenty metu, buvo
imami tie pakartojimai, kuriy metu gyvinas neperZengdavo ramybés ar budrumo

judéjimo slenksc¢io maziausiai 80% stimulo pateikimo laiko.

0 100 200
Laikas (s)

Pav. 7. Eksperimentiné saranka ir greicio iraso padalinimas j stacionary (oranZiné) ir
judéjimo (Zalia) periodus.

1.2.5 Neuroniniy vienety iSskyrimas ir veikimo potencialy rasiavimas
Placios juostos (angl. wideband) uzlasteliniai signalai buvo skaitmeninami 30 kHZ

dazniu (Blackrock microsystems) ir analizuojami naudojant NDManager programinés
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jrangos paketa (Hazan et al 2006). LFP buvo skaiciuojami filtruojant signalg (angl.
downsampling) iki 1250 Hz. IS duomeny, kurie buvo registruojami linijiniais
elektrodais, mes padaréme CSD analize (apraSyta pirmosios metody dalies “Duomeny

analizé”) (Pav. 8A) (Mitzdorf 1985).
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Pav. 8. Pavyzdiniy neurony atsakai registruoti linijinés ir tetrodo konfiguracijy
elektrojais. A: Kairéje: scheminis linijinio 32-kanaly elektrodo paveikslas. Viduryje:
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CSD paveikslas (spalvota) ir persidengiancios LFP Kreivés (juoda). DeSinéje: CSD
kreivés. Mélyna pastorinta linija Zymi CSD poliSkumo inversija, kuri Zymi manoma
apatine 4 sluoksnio riba. S: supragranulinis, G: granulinis, I: infragranulinis. B:
Numanomy sluoksniy reprezentaciniy neurony veikimo potencialy (VP) bangos ir
autokorelogramos registruotos linijinés konfigiuracijos elektrodu. N = 64 pradzios. C:
Pavyzdinio neurono VP bangos ir autokorelograma registruotos tetrodo konfiguracijos
elektrodu.

Tam, kad izoliuoti atskirus neuronus, kurie buvo registruojami linijiniais elektrodais,
mes sugrupavome Salia esancius kanalus | penkis lygiaverCius “virtualius
tetrodus/oktrodus” (vienoje grupéje 4 kanalai su 1 kanalo persidengimu 16 kanaly
elektroduose ir 8 kanalai su 2 elektrody persidengimu 32 kanaly elektroduose).
Klasteriai buvo rankiniu budu perZzitirimi programinés jrangos Klusters pagalba (Pav.
8B,C) (Hazan et al 2006). Renkant duomenis SKK, mes nustatéme vir$utinj ir apatinj
kanalus, esanc¢ius SKK ribose, pagal atsaka j regimajj stimulg ir visi neuroniniai
vienetai, kurie buvo registruoti auks$¢iau ar Zemiau esanciuose kanaluose buvo

eliminuoti iS tolimesnés analizés.

1.2.6 Neuroniniai atsakai, kuriy trigeris — judesys
Neuroniniy atsaky, kuriy trigeris - judesys analizei, mes pasirinkome tuos neuronus,
kurie turéjo maZziausiai 10 judesiy (angl. locomotion onsets) ir kuriy atsako daZnis

didesnis nei 1,5 VP /s vienos sekundeés laikotarpyje kiekvieno judesio viduryje.

1.2.7 Neurony selektyvumas

Selektyvumo kreivéms regimojo stimulo orientacijai nustatyti buvo naudojamas Gauso
modelis, kur dviejy smaigiy (180 laipsniy skirtumu) sumos galéjo turéti skirtingas
amplitudes, bet vienoda plotj ir nekintantj spontaninio aktyvumo lygj (Katzner et al
2011). Su judesiu susijusiy orientacijos selektyvumo moduliacijy analizei (Pav. 15C (II
rezultaty dalyje)), kreives mes skaiCiavome judesio ir ramybés busenoms atskirai.
Populiacijos orientacijos selektyvumo kreivéms (Pav. 15D (II rezultaty dalyje)) mes
iSvedéme vidurkj i$ sulygiuoty individualiy selektyvumo kreiviy, kurioms jau buvo

pritaikytas modelis. Kontrasto atsako funkcijy apskaic¢iavimui buvo panaudotas
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hiperbolinio santykio modelis (angl. a hyperbolic ratio function) (Albrecht & Hamilton
1982): R, = Ry + Rpax * c™/(cdy + ¢c™), kur ¢ yra stimulo kontrastas. Funkcija turi
keturis parametrus: spontaninio aktyvumo atsakas Ro, atsakas j stimulg Rmax, pusinio

jsotinimo kontrastas cso, ir eksponenté n.

1.2.8 Linijinis modelis

Tam, kad galétume palyginti su judesiu susijusiy atsaky moduliacijas V1 tarp
spontaninio ir vizualiai suZadinto neuroniniy aktyvumy (Pav. 15B (II rezultaty
dalyje)), mes panaudojome kovariacijos analize (ANCOVA) su vidutiniu atsako dazniu
0,5 s pries judesio atsiradimg (ramybés busena (angl. stationary) kaip testinj kintamajj
(angl. continuous variable) ir vizualine stimuliacija (spontaninis aktyvumas vs.
vizualiai suzadintas) kaip kategoriSka veiksnj (angl. categorical factor) modeliuoti
vidutinj atsako daznj 0,5 s po judesio atsiradimo.

RySiy tarp rsignal ir rsc palyginimui ramybés ir judéjimo buseny periodais mes
panaudojome ANCOVA rsignal kaip testinj kintamagjj ir gyvino aktyvumo buseng (ramus
ar judantis) kaip kategoriska veiksnj modeliuoti rsc.

Atsaky santykiui (angl. ratio of response) analizuoti prieS ir po judesio atsiradimo
skirtinguose sluoksniuose (Pav. 16C,D (II rezultaty dalyje)) mes atlikome Kruskal-
Wallis ANOVA su sluoksnio faktoriumi (supragranuliuotas, granuliuotas ar

infragranuliuotas).

1.2.9 SKK registruoty duomeny analizé

SKK duomeny analizé buvo atliekama taip pat, kaip ir duomeny, registruoty V1.
Analizéje buvo naudojamos SKK neurony atsako j regimajj stimula moduliacijos (Pav.
17D-QG), kuriy atsako daZnis buvo > 1 VP/s ir bent 5 judéjimo ir 5 ramybés buisenos
pakartojimai kiekvienai pilno kontrasto judancios gardelés salygai. Atsako
komponentai F1 ir FO buvo apskaiCiuoti naudojant Fourier analize kiekvienam
pakartojimui atskirai ir véliau apskai¢iuojamas visy pakartojimy vidurkis. Plitipsniais

(angl. bursts) buvo laikomi tos VP grupés, kuriy intervalai tarp potencialy buvo < 4 ms,
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po kuriy seké bent 100 ms periodas be generuojamy VP (Grubb & Thompson 2005,
Niell & Stryker 2010).

1.2.10 Vyzdzio padéties ir dydzio analizé

Akies padéties analize mes atlikome, pirmiausia, nustatydami simetriSkg 15 x 15
ekrano tasky Gaussian filtrg G su 5 ekrano tasky sigma (imgaussian, MATLAB). VyzdZio
aptikimui, mes, visy pirma, apskai¢iavome dvejetainj vaizda B, kur esant Geleye < A,
buvo keic¢iamas slenkstis. Tada, mes atlikome 50 ekrano tasky morfologine praplétimo
operacijg (bwareaopen, MATLAB), ir nustatéme objekto ribas (bwboundaries,
MATLAB). Tais atvejais, kada buvo aptinkama daugiau objekty, mes naudojome
apvaliausios formos objekta. Rasto vyzdzio padéties ir dydzio jvertinimui, mes
pritaikéme elipse. Akies vaizdo plokStumai paralelés suradimui ir korekcijai, mes
naudojome orientyrg, kuriuo galéjo buti arba 1-asis Purkinje infraraudonos Sviesos
atvaizdas, arba taSkas Salia aSary kanalo medialiniame akies kampe (Wallace et al
2013). 1-asis Purkinje atvaizdas buvo aptinkamas pritaikant radialiniy poZymiy
iSskyrimg (fastradial, MATLAB), tada nustatant slenkstj (graythreshold, MATLAB) ir
iSskiriant objekto ribas (bwboundaries, MATLAB). Tais atvejais, kai nebuvo galimybés
panaudoti 1-ojo Purkinje atvaizdo, pirmajojo kadro medialiniame akies kampe
rankiniu budu buvo padedamas taskas, aplink kurj buvo iSskiriamas 50 x 50 ekrano
taSky plotas. Visuose tolimesniuose kadruose mes ieSkojome to pacio tasko
sumazindami skirtumg tarp kiekvieno 50 x 50 ekrano tasSky ploto ir orientyro vaizdo,
vadovaudamiesi publikuotomis procediromis (Wallace et al 2013). Mes
paskai¢iavome santykinius vyzdZio padeéties pokycius kiekviename kadre atimant
orientyro pozicijg iS vyzdzio pozicijos. Vyzdzio padéties pokyciams paversti j kampo
pokycius, mes daréme prielaidg, kad akies sukimosi centras yra 1,041 mm uz vyzdZio
(Stahl et al 2000). Akies greitis buvo apskaitiuojamas pagal formule E(i) = (E(i+1) -
E(i-1)) / 2dt, kur E(i) yra akies greitis laiko taske i, E(i) - akies padétis laike i, ir dt -
imties intervalas (Sakatani & Isa 2007). Mes apibréZéme sakadas kaip akies padéties

poky¢ius, kuriy amplitudé didesné nei 2 laipsniai (Saleem et al 2013). Zinant, kad
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vidutiniskai pelés akies sakados trunka Siek tiek daugiau nei 50 ms (Sakatani & Isa
2007), mes aptikome sakadas kiekviename laiko tasSke i imant vidutinj 60 ms pries ir

po akies padéties skirtuma, centruojant ties i.
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2 Rezultatai:

2.1 Reazultatai I: “ISorinis slopinimas pelés pirminéje regos zievéje: priklausomybé

nuo zZievés sluoksnio ir anestezijos”

Mes atlikome uzlgstelinj pirminés regos Zievés (V1) registravimg anestezuotuose ir
budriuose gyviunuose. Veikimo potencialus (VP) mes iSskyréme iS uZregistruoty
duomeny ir, dazZniausiai, gaudavome auksStos kokybés daugialgstelinj aktyvuma (Pav.
9A). Pirmiausia atlikome recepciniy lauky (RL) paieSka visuose elektrodo kanaluose
(Pav. 9B) naudodami iSsibarsciusio triukSmo regimajj stimulg, kuriame mirksi juodi ir
balti kvadratéliai pilkame fone (Liu et al 2009). Kaip ir buvo tikétasi, RL iSilgai
elektrody persikloja su nedidele paklaida (6,7 + 0,7 laipsniy). Si paklaida apytiksliai
yra 1/3 budriy gyviny V1 registruojamy RL dydZio (budrios bisenos metu 19,8 + 1,9
laipsniai, n = 44, vs. anestezijos metu 32,7 + 1,5 laipsniai, n = 76, ANOVA, F(1,114) =
9,9, p = 0,002) ir sutampa su duomenimis, kurie pateikti ankstesniy autoriy (Bonin et
al 2011, Smith & Hausser 2010). Toliau mes iSmatavome selektyvuma stimulo dydzZiui
pateikdami skirtingo dydZio gardeles, centruotas pagal pries tai nustatyty RL centry
vidurkj (Pav. 9C). Kai kuriy neurony atsakai didéjo asimptotisSkai didinant stimulo dydj
(tusciaviduriai apskritimai); kity neurony atsakai pasieke pika ties tam tikru stimulo

dydZiu, toliau didinant gardelés apimtj buvo slopinami (pilnaviduriai apskritimai).
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Pav. 9. Duomeny uzrasymo ir analizés metodai. A: Pavyzdinio neurono signalo bangos
(angl. waveforms) ir autokorelogramos gautos i$ jrasy 16-kanaly elektrodu. B: Kairéje:
vieno elektrodo kanalo ON (raudona) ir OFF (zalia) RL sublauky Zemélapiai ir jy
persidengimas kartu su elipsémis, gautomis panaudojus modelj. DeSinéje: RL konturai
kituose 3, tuo paciu metu registruotuose, elektrodo kanaluose. Balta mastelio juosta:
20 laipsniy. Ta pati skalé taikoma ir pritaikyto modelio RL konturams. Juodas
kryziukas: vidutiné RL vieta. C: Pavyzdiniai neuronai be (tusc¢iaviduriai simboliai) ir su
iSoriniu slopinimu (pilnaviduriai simboliai) registruoti skirtingy eksperimenty metu.
Visi Siame paveikslélyje esantys pavyzdiniai duomenys gauti eksperimenty su budriais
gyviinais metu. Cia ir vélesniuose paveiksléliuose $eséliai ir klaidos juostelés nurodo
+/- s.e.m.

2.1.1 Selektyvumo stimulo dydziui pasiskirstymas Zievés sluoksniuose

Mes atlikome pagrindinius dydzio nustatymo matavimus budriy ir anestezuoty peliy
skirtinguose regimosios Zievés sluoksniuose (Pav. 10). Sioje rezultaty dalyje mes
pateikiame 68 neuroninius vienetus (angl. units) registruotus 6 budriose pelése ir 163
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neuroninius vienetus registruotus 6 anestezuotose pelése. Naudojant CSD analize
(Mitzdorf 1985), mes priskyréme elektrodo kanaly neuroninius atsakus
supragranuliuotam, granuliuotam ar infragranuliuotam sluoksniui (Pav. 104, B). Visus
atsakus, kuriy SI > 0,1, mes priskyréme slopinamiems (Van den Bergh et al 2010) ir
pastebéjome, kad slopinamy neuroniniy vienety proporcijos priklauso nuo smegeny
budrumo lygio (budrus gyviinas vs. anestezuotas) ir Zievés sluoksnio
(supragranuliuotas vs. granuliuotas vs. infragranuliuotas) (Log-linijiné analizé, AIC =
19,21) (Pav. 10C). ISorinis slopinimas labiau iSreikstas budriuose nei anestezuotuose
gyvunuose (65% vs. 47%, p = 0,012, chi-square testas) ir RL stipriau slopinami
supragranuliuotame sluoksnyje nei infragranuliuotame (75% vs. 37%, p < 0,0001, chi-
square testas). Atrinkus selektyvumo stimulo dydziui kreives, turincias iSorinj
slopinimg, (Pav. 10D) paaiSkéjo, kad pagrindinés erdvinés sumacijos savybés priklauso
nuo smegeny budrumo lygio ir Zievés sluoksnio (Pav. 10E, F). RL centro dydis
mazesnis budriuose gyviunuose nei anestezuotuose (19,8 £+ 1,9 laipsnio, n = 44, vs.
32,7 + 1,5 laipsnio, n = 76, ANOVA, F(1,114) = 9,9, p = 0,002) ir didéja leidZiantis j
gilesnius Zievés sluoksnius (ANOVA, F(2,114) = 13,8 p < 0,0001) (Pav. 10 E). Taip pat
ir slopinimo intensyvumas V1 didesnis budriy gyviuny palyginus su anestezuotais (SI =
0,70+ 0,03, n = 44, vs. 0,451 0,02, n = 76, ANOVA, F(1,114)=30,8, p < 0,0001).
[Sorinio slopinimo sluoksninis pasiskirstymas priklauso nuo smegeny budrumo lygio
(ANOVA, F(2,114) = 6,3, p = 0,003): tiriant budrius gyvunus pastebéta, kad
supragranuliuotame  sluoksnyje iSorinis slopinimas yra  stipresnis nei
infragranuliuotame (SI = 0,80+ 0,03, n = 23, vs. 0,54+0,07, n = 14, t-testas, p = <
0,0001). Idomu, kad tiriant anestezuotus gyvunus, nebuvo pastebéta statistiSkai
reikSmingo slopinimo pokycio tarp Zievés sluoksniy (ANOVA, F(2,73) = 0,8, p = 0,5)
(Pav. 10 F). PanaSus profilis buvo pastebétas kada RL centro dydis ir iSorinis
slopinimas buvo grafiSkai vaizduojami kaip funkcija centruojant Zievés gylj pagal 4
sluoksnj (Pav. 10 G, H). StatistiSkai patikimy skirtumy nerasta tarp granuliuoto ir kity

Zieves sluokniy nei RL centro dydZio, nei iSorinio slopinimo atvejais (p>0,1).
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Pav. 10. Erdviné sumacija keiciasi kartu su smegeny budrumo biisena bei Zievés
sluoksniu. A, B: Srovés Saltinio tankio (CSD) profilis, gautas anestezijos (A) ir budrumo
(B) busenose. C: Slopinamy neurony (SI > 0,1) dalis skirtinguose sluoksniuose.
Raudona - budrus, mélyna - anestezuoti. D: Visy registruoty neurony selektyvumo
stimulo dydZiui kreivés pritaikius modelj. Vidurkis pavaizduotas iStisine linija.
Rodyklés vaizduoja vidutini RL centro dydi. E, F: RL centro dydis (E) ir slopinimo
indeksas (F) skirtinguose Zievés sluoksniuose. G, H: Tas pat skirtinguose sluoksniuose,
kuriy santykinis gylis nustatytas identifikavus granuliuota sluoksnj (pritaikius CSD
analize). Punktyrinés linijos nurodo virSutine ir apatine 4-to sluoksnio ribas. S -
supragranuliotas, G - granuliuotas, I - infragranuliuotas.

2.1.2 Erdvinés sumacijos skirtumai skirtingose smegeny budrumo biisenose

Toliau, mes aiSkinomés ar aptikti erdvinés sumacijos skirtumai skirtingose smegeny
budrumo busenose gali biiti paaisSkinti atsako daZnio pokyciais. Pirmiausiai, mes
palyginome vidutinius atsako daZnius abejose busenose (anestezija vs. budrus) ir
pastebéjome, kad regimojo stimulo suzZadintas atsako dazZnio pikas i$ tiesy didesnis
budrumo busenoje palyginus su anestezija (18,7 + 2,2, n =68,vs. 11,9 + 1,2 VP/s, n =
163, t-testas, p < 0,01, Pav. 11 A). Toliau mes atrinkome duomenis, kuriy atsako
daZniai buvo panaSiis. Net sutampant atsako daZniams, erdvinés sumacijos skirtumai
(tiek RL centro dyZio, tiek iSorinio slopinimo) skirtingose smegeny budrumo buisenose
iSliko (Pav. 11B). Tad vien atsako daZniy skirtumai skirtingose smegeny buklése negali

paaiskinti aptikty erdvinés sumacijos skirtumu.
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Pav. 11. Anestezija moduliuoja iSorinj slopinima paveikdama kontrasto normalizacija.
A: Regimojo stimulo suzadinto atsako daznio piko pasiskirstymas budrumo (raudona)
ir anestezijos (mélyna) metu. B: Erdvinés sumacijos skirtumai skirtingose smegeny
busenose iSlieka suvienodinus atsako daZnius. Juoda: originaliy duomenuy rinkinys;
raudona/mélyna: sutampanciy atsako dazniy duomeny rinkinys. Kairéje: atsako
daznio pikas. Viduryje: recepcinio lauko centro dydis. DeSinéje: slopinimo stiprumas. C:
Pavyzdinis neuroninis vienetas su selektyvumu stimulo dydZiui esant 100% (juoda) ir
18% (pilka) kontrastui. Rodyklés nurodo RL centro dydzius. D: Sklaidos lauko grafikas
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vaizduojantis RL centry dydZius esant auk$tam ir Zemam kontrastams. E: Tas pats, tik
slopinimo stiprumas (SI). Trikampiai (D-E) nurodo pavyzdine lastele vaizduotg C
dalyje. F: Kontrasto atsako funkcijos esant budriai busenai (raudona), anestezijai
izofluranu ir uretanu (mélyna) ir anestezijai tik uretanu (zalia). Paryskintos linijos
reprezentuoja vidurkius. G, H: Hiperbolinio santykio funkcijos parametry
(semisaturacijos kontrasto cso (G) ir eksponentés n (H)) pasiskirstymas esant
skirtingoms smegeny budrumo busenoms.

Neuroniniai atsakai, registruoti anestezijos metu, priminé atsakus, kurie buvo stebimi
pateikus Zemo kontrasto stimulg (palyginti Pav. 10 D ir Pav. 11 C), tad mes isSkéléme
hipoteze, kad anestezija moduliuoja iSorinj slopinimg veikdama kontrasto
normalizacijg. Mes iSkéléme hipoteze, kad anestezija sumazina jautrumg stimulo
kontrastui ir pateiktas auksto kontrasto stimulas atrodo maZesnio kontrasto nei i$
tikro yra.

Siai hipotezei patikrinti, mes atlikome selektyvumo stimulo dydZiui eksperimentus su
skirtingais kontrasto lygiais ir iSmatavome anestezijos poveikj atsakams | pateikto
stimulo kontrastg. Rezultatai palaiké miusy iSkelta hipoteze. Visy pirma, mes
patvirtinome, kad, kaip katése ar beZdZionése, erdviné sumacija peliy V1 priklauso
nuo stimulo kontrasto (Pav. 11 C). Esant aukStam stimulo kontrastui (juodi
apskritimai), Siame pavyzdyje pateikto neuroninio vieneto RL dydis buvo mazas ir
pateiktas didelio skersmens stimulas uZslopino neuroninj aktyvuma priartindamas
atsakus prie spontaninio VP generavimo lygio. Esant Zemo kontrasto stimului, RL
centro skersmuo padidéja ir sumaZzéja slopinimas (pilki apskritimai). Si skirtingo
kontrasto stimuly jtaka buvo budinga visai registruotai neurony populiacijai (Pav. 11
D, E): esant aukSto kontrasto stimului RL centro dydis buvo maZesnis (21,9 + 3,2 vs.
27,9 + 2,7 laipsniai skersmens, n = 17, p = 0,02, porinis t-testas) ir slopinimas
stipresnis (SI 0,63 + 0,07 vs. 0,51 + 0,08, p = 0,03, porinis t-testas). Antra, mes
atradome, kad anestezija sumazina jautrumg stimulo kontrastui (Pav. 11 F).
Registruojant neuroninius vienetus su kontrasto jsisotinimu, pusinio jsotinimo
kontrastas csobuvo mazesnis (27,3 + 2,3, n =58 vs. 67,5+ 7,5%,n =13, p < 0,0001, t-

testas) budriuose gyvinuose (raudonos linijos) nei anestezuotuose izofluranu ir

36



uretanu (mélynos linijos). Taip pat, kreiviy nuoZulnumas buvo statesnis budrumo
busenoje nei anestezijos (2,1 + 0,3 vs. 4,4+ 0,3, p < 0,0001, t-testas). Nemaza dalis

neuroniniy vienety, registruoty anestezuotuose gyviunuose, nepasieké atsaky
jsotinimo (25,8%), kai budriuose gyvinuose beveik visi neuroniniai vienetai jsisotino
(97,9%). Taip pat mes atlikome selektyvumo kontrastui eksperimentus su gyviunais,
kurie buvo anestezuoti tik uretanu (Zalios linijos). Pastebéjome, kad kontrasto
selektyvumo kreivés buvo panasSesnés j registruotas budrumo buisenoje, taCiau vis vien
jautrumas buvo mazesnis (czo = 52,6 + 5,2%, n = 15, t-testas, p < 0,001, Pav. 11 G;
eksponenté n = 1,6, ns, Pav. 11 H). Kartu Sie rezultatai palaiko idéjg, kad
izoflurano/uretano anestezija jtakoja iSorinj slopinimg darydama poveikj kontrasto
normalizacijai. Trecia, anestezija jtakojo neurony atsaky dinamika (Pav. 12). Budrios
biusenos metu stimulo atsiradimas suZadino stiprius, trumpalaikius atsakus, tuo tarpu
anestezijos metu registruotiems neuroniniams atsakams nebuvo budingas staigus
amplitudés pokytis j stimulo atsiradima. Sis smegeny biisenos efektas atsako
dinamikai buvo budingas tiek pavieniams neuroniniams vienetams (Pav. 12 A, B), tiek
visai populiacijai (Pav. 12 C, D). Taip pat, atsakai j abu - optimaly ir didZiausig -
pateiktus stimulus buvo greitesni gyvinui esant budrioje busenoje (atsako latencija
40,0 £+ 1,2 ms, n = 44) nei anestezijos metu (54,7 + 2,7 ms, n = 51, p < 0,0001, Pav. 11
E-G).
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Pav. 12. Atsaky dinamika j optimaly (spalvos) ir maksimaly (A-F juoda) stimulo
dydZius. Horizontali juoda juostelé Zymi stimulo pateikimg. A: Pavyzdinis neuronas
uZregistruotas budrumo. B: Pavyzdinis neuronas uZregistruotas anestezijos metu. C:
Populiacijos vidurkis budrios buisenos metu. D: Populiacijos vidurkis anestezuotos
busenos metu. E: 100 pirmyjy vidutinio atsako milisekundziy; duomenys tie patys, kaip
C ir D dalyse. F: Vidutinis budraus gyviino neuroninis atsakas sulygiuotas su puse
maksimalaus atsako j optimalaus dydZio stimulg (hmr opt). Spalvos nurodo ta pati,
kaip ir E dalyje. G: PradZios latencijy pasiskirstymas esant budrumo (raudona) ir
anestezuotai (mélyna) busenoms. Rodyklés nurodo populiacijy vidurkius. H:
Kumuliacinis skirtumas tarp atsaky i optimalaus dydzio ir maksimalaus dydzio
stimulus.

2.1.3 Laikiné erdvinés sumacijos dinamika

Toliau mes nustatéme laikine erdvinés sumacijos dinamika. Mes pastebéjome, kad
budrios busenos metu (Pav. 12 E, virSutiné dalis), bet ne anestezijos metu (Pav. 12 E,
apatineé dalis), atsakai j didelj stimula (juodos kreivés) buvo greitesni nei j optimaly
stimulo dydj (kuriam neuronas teikia pirmenybe) (spalvotos kreivés). Si stimulo
dydZio jtaka pradzios latencijai buvo budinga visai registruoty neuroniniy vienety
populiacijai (Pav. 12 G). Budrios busenos metu, atsaky j maksimaly ir optimaly
stimulus, latencijy vidurkiai buvo 35,1 + 1,5 ms ir 43,7 + 1,5 ms (p < 0,0001, t-testas).
Anestezijos metu latencijos padidéjo iki 53,3 * 3,6 ms ir 56,0 * 3,9 ms (p = 0,6, t-
testas). Sie pastebéjimai rodo, kad esant budriai biisenai, optimalus stimulo dydis
progresyviai mazéja stimulo pateikimo pradzioje. Sis laikinis pokytis taip pat buvo
stebétas didZiausio pateikto stimulo atveju, kai suvidurkinti ir normalizuoti atsakai
buvo sulygiuoti arba su pusés maksimalaus atsako j optimaly stimulg (Pav. 12 F), arba
kumuliaciniu atsako skirtumu i optimaly/maksimaly dydzius (Pav. 12 H). Tada mes
apskaiCiavome atsakus j visus pateiktus stimulo dydzius skirtingais laiko periodais ir
pastebéjome, kad “mégstamas” stimulo dydis greitai (per maZiau nei 50 ms) keiciasi i$
didelio j maZesnio skersmens (Pav. 13 A, virSutiné dalis). Sioje analizéje mes
pastebéjome disociacijg tarp “mégstamo” stimulo dydZio ir generuojamo atsako
daznio, kurio negalima paaiSkinti “ledkalnio efektu” tam tikrame laiko taSke, kur
stipresni atsakai galéty iSSaukti ankstesnes latencijas (taip pat zZiureti (Ruksenas et al
2007)) (Pav. 13 A, apatiné dalis; Pav. 13 B). Net po to, kai maksimalus atsako daznis yra
pasiekiamas, “mégstamo” stimulo dydis ir toliau mazéja (t-testas, p < 0,0001) (Pav. 13
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B). “Mégstamo” stimulo dydZio laikinés progresijos jvertinimui mes nustatéme
“mégstamo” stimulo dydj atsako atsiradimo taske (Ziuréti metoduose) ir 40 ms po to,
kada tikétinas atsako pikas. Populiacijoje, tirtuose laiko taskuose, “mégstamo” dydzio
stimulas mazéjo nuo 48,3 + 2,9 iki 26,7 +2,6 laipsniy skersmens (p < 0,0001, t-testas)
(Pav. 13 C).
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Pav. 13. Atsaky j stimulo dydj trukmé. A: VirSutiné eiluté: keturiy pavyzdiniy neurony
atsakai j jvairaus dydzio stimulus laike. Apatiné eiluté: vidutinio atsako daZnio j
jvairaus dydzio stimulus vystymasis laike tiems patiems 4 pavyzdiniams neuroniniams
vienetams. B: Disociacija registruoty neurony populiacijoje tarp atsako daZnio
dinamikos ir mégstamo dydzZio dinamikos. VirSuje: mégstamo dydZio vystymasis.
Apacioje: vidutinio atsako daZnio vystymasis. Atsakai normalizuoti pagal atsako pikus
visose stimulo salygose. C: Kiekvieno neurono mégstamo stimulo dydis atsako
pradzioje - “ankstyvas” ir 40 ms véliau - “vélyvas” (esant budriai gyviino biisenai).
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2.1.4 Parvalbumininiy interneurony jtaka erdvinei sumacijai

Galiausiai, mes patikrinome PV+ inerneurony jtakg erdvinei sumacijai. Mes
ekspresavome Sviesai jautrius katijony kanalus channelrhodopsin 2 (ChR2) PV-Cre
transgeniniy peliy linijos pirminéje regos Zievéje, suleisdami adeno-asocijuotg viruso
vektoriy (AAV) (ziuréti Pav. 4 metody dalyje). Tada atlikome selektyvumo stimulo
dydZiui eksperimentus, kur puséje pakartojimy meélyna Sviesa stimuliavome PV+
interneuronus. Kadangi registruojant keliy neurony (angl. multiunit) atsakus,
dazniausiai atspindimas piramidiniy Igsteliy aktyvumas, paprastai Sviesos
stimuliacijos metu buvo stebimas neurony atsako daznio sumazéjimas (Pav. 14 A). Be
to, mes radome, kad PV+ interneurony aktyvacija jtakojo dvi pagrindines erdvinés
sumacijos savybes: RL centro dydis padidéjo, o iSorinis slopinimas susilpnéjo (Pav. 14
B). Sie poky¢iai buvo biidingi visiems registruotiems neuronams populiacijoje (Pav. 14
C-F). Apibendrinus gautus duomenis galima teigti, kad PV+ interneuronai sumazino
atsaky daznj (24,7 + 3,6 iki 20,0 + 2,7 VP/s, porinis t-testas, n = 28, p < 0,002). Ypac
svarbus atradimas, kad RL padidéjo nuo 16,2 + 1,8 iki 23,3 + 3,3 laipsniy (porinis t-
testas, p < 0,004) ir iSorinis slopinimas susilpnéjo nuo SI = 0,71 £ 0,04 iki SI = 0,55
+ 0,07 (porinis t-testas, p < 0,001). Kartu su slopinimo sumazéjimu, pakito ir atsaky
santykis j optimaly bei maksimaly stimulo dydZius fotostimuliacijos vs. kontrolés metu
(0,79 £+ 0,04 vs. 1,22 + 0,22, porinis t-testas, p < 0,05). Mes taip pat radome, kad PV+
interneurony aktyvacija turi labai panasy efekta kaip ir sumaZzintas stimulo kontrastas
(palyginti Pav. 11 C-E ir Pav. 14 B-D). Sie rezultatai rodo, kad peliy V1 PV+
interneuronai gali dalyvauti iSoriniame slopinime, sumaZindami stimulo gebéjima

suzadinti.
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depoliarizacija. Horizontali juoda juostelé Zymi stimulo pateikimga. Mélyna juostalé -
fotostimuliacija. B: Selektyvumo stimulo dydziui kreivé. Spalvy reikSmeés tokios pacios
kaip (A). Rodyklés nurodo RL centro dydj. C-E: Atsako piko (C), RL centro dydzio (D) ir
slopinimo stiprumo (E) pokyciai esant PV+ interneurony depoliarizacijai. F: Atsaky
santyKkis j optimaly ir maksimaly dydZius, optinés stimuliacijos ir kontrolés salygomis.
C-F apverstas trikampis Zymi pavyzdinius neuroninius vienetus pateiktus A ir B.
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2.2 Reazultatai ll: “Judéjimas, kaip démesio poZzymius primenantis reiskinys, peliy

ankstyvoje regos sistemoje”

2.2.1 Sujudesiu susijusios neuroniniy atsaky moduliacijos

Apskaiciuoti su judesiu susijusiy atsaky moduliacijas individualiuose neuronuose, mes
fiksavome peles galvos laikiklyje vir$ laisvai judancio ant oro pagalvés pakelto
polistirolo kamuolio ir registravome uZlgstelinius vieno neurono atsakus peliy
virSutiniuose V1 sluoksniuose judéjimo ir ramybés biuseny metu. Mes radome
neuroniniy atsaky pastiprinimg sulyg judesio atsiradimu (angl. locomotion onset) tiek
spontaninio, tiek vizualiai suzadinto aktyvumo metu (Pav. 15 A, B). Spontaninio
aktyvumo metu, pvz., paliekant vientiso skaisCio pilkg ekrang eksperimento metu,
individualiy neurony atsako daZnis sulyg judesio atsiradimu padidédavo (Pav. 15 A).
Sis padidéjimas biidingas visai neurony populiacijai (22,3% =+ 4,4; p < 0,001, N = 176
neuronai; Pav. 15 B, virSutiné dalis). PanaSiai atsako daZnis padidéjo sulyg judesio
atsiradimu ir stimulo suzadinto aktyvumo metu (28,8% + 2,3; p < 0,001, N = 232
neuronai; Pav. 15 B, apatiné dalis). Bendrai jvertinus, Sis atsakas buvo stipresnis
suZadinto nei spontaninio aktyvumo metu (p = 0,015, ANOVA), be to daugiau neurony
rodo Sj pokytj esant regimajam stimului (23,3% vs. 11,9%, p = 0,003, chi-square
testas). Mes radome, kad judéjimas nejtakoja selektyvumo orientacijai (Pav. 15 C-F).
Palyginus selektyvumo stimulo orientacijai kreives esant ar nesant judesiui,
pastebéjome, kad kai kuriy neurony aktyvumas iSauga multiplikatyviuoju budu (Pav.
15 C). Nepaisant neurony variabilumo, populiacijos vidurkis taip pat pademonstravo
stiprinimo moduliacijg judéjimo metu (Pav. 15 D) ir padidéjusi atsako pika 34,1%
+ 11,6 (Pav. 15 E, p = 0,011, N = 31), taciau nebuvo pastebéta selektyvumo pokyciy
(Pav. 15 F, p =0,21).
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pradziy. B: Neurony atsaky daZniai 500 ms lange prieS ir po gyviino judéjimo pradzios
esant spontaniniam aktyvumui (virSuje, N = 176) ir esant vizualiai suZadintam
aktyvumui (apacioje, N = 232). C: Pavyzdinio neurono selektyvumas krypciai judesio
(Zalia) ir stacionarios (oranZiné) busenos pakartojimuose. IStisiné linija - pritaikytas
Sum-of-Gaussians modelis; briiksniné linija - atsakas j vidutinio skaisc¢io pilka ekrana.
D: Tas pats, kas pavaizduota C dalyje, tik suvidurkintos ir sulygiuotos pagal “mégstama”
krypti pritaikyto modelio kreivés populiacijoje. (N = 31). Iklija rodo populiacijos
selektyvumo kreive paskaic¢iuota 10 laipsniy Zingsniais judéjimo ir stacionarioje
buseny salygomis, juoda linija gauta apskaiciuojant regresija y = -0.55 + 1.35 * x). E:
Atsako pikas judéjimo vs. stacionariu periodais. F: Tas pats, kas pavaizduota E, tik
apskaiciuotas selektyvumo plotis. Pavyzdinés Ilastelés pavaizduotos raudonai,
pilnaviduriai simboliai - neuronai, kuriose moduliacijos buvo statistiSkai patikimos;
klaidos juostelés (angl. error bars) reprezentuoja standartinj nuokrypi nuo vidurkio.

2.2.2 Judesio sukeliamos moduliacijos skirtinguose V1 sluoksniuose

Dauguma ankstesniy studijy, tyrusiy su judesiu susijusias moduliacijas, labiausiai
domeéjosi virSutiniais V1 sluoksniais (Bennett et al 2013, Keller et al 2012, Niell &
Stryker 2010), tad mes iStyréme ar judéjimo jtaka turi sluoksninj pasiskirstyma. Tam,
kad registruoti neuroninius atsakus visuose V1 sluoksniuose vienu metu, mes
naudojome linijinius daugiakontakcius elektrodus ir atlikome vizualiai suzadinty LFP
atsaky CSD analize elektrodo kontakty lokalizacijai Zievéje nustatyti (Pav. 16 A). 4
sluoksnis buvo nustatomas pagal CSD poliariSkumo inversijg ir pagal tai elektrodo
kanalai buvo priskiriami supragranuliuotam, granuliuotam ir infragranuliuotam
sluoksniams. Toliau mes jvertinome atsako daZnj sulyg judesio atsiradimu ir
pastebéjome, kad duomenys buvo panaSis j pavaizduotus Sio darbo 15 paveiksle -
gyviunui judant spontaninio aktyvumo metu stebimas atsako padidéjimas
supragranuliuotame ir granuliuotame sluoksniuose (Pav. 16 B, virSutiné ir viduriné
dalys). Be Sito padidéjimo, judesio pradZia sumazino aktyvumg kai kuriy neurony
(Pav. 16 B, apatiné dalis), kurie, kaip manoma, susitelke virSutinéje infragranuliuoto
sluoksnio dalyje. Kokybiskai jvertinti Siuos skirtumus tarp sluoksniy populiacijoje, mes
analizavome atsaky pasiskirstyma prie$ ir po judesio atsiradimo. Mes radome, kad
neuronai, esantys virsutinéje infragranuliuoto sluoksnio dalyje sumaZina aktyvumag

tiek spontaninio (Pav. 16 C, p = 0,004, Kruskal-Wallis, interaction term), tiek vizualiai
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suzadinto aktyvumo metu (Pav. 16 D, p < 0,001, Kruskal-Wallis, interaction term). Sj,
pakankamai didelé neurony grupé, kuri sumazina atsakus judesio metu, panasu kad
atsveria kituose sluoksniuose esanciy neurony su judesiu susijusiy atsaky padidéjima,
tad suvidurkinus populiacijos atsakus, buvo stebimas tik nedidelis moduliuojantis
efektas. Mazas su judesiu susijusiy atsaky skaicius virSutinéje infragranuliuoto
sluoksnio populiacijoje, kuriy aktyvumas judesio metu padidédavo, neturéty buti
vertinamas kaip atsako moduliacijos trukumas, bet, greiciausiai, kaip jvairoveés
padidéjimas.

Sis mazas infragranuliuoto sluoksnio neurony su judesiu susijusios atsako
moduliacijos vidurkis negali buti paaiskintas mazu atsako dazniu (kuris galéty buti
mazy moduliacijy prieZastis), nes atsako daZnis infragranuliuotame sluoksnyje virsija
supragranuliuoto sluoksnio aktyvumg (spontaninis aktyvumas: 7,6 VP/s + 0,4 vs. 5,0
VP/s + 0,5, p = 0,003; regimojo stimulo suzadintas aktyvumas: 8,1 VP/s + 0,4 vs. 5,9
VP/s + 0,4, p = 0,004, post-hoc analizé). Taip pat tai negali buti paaiSkinta maZa
imtimi, nes infragranuliuoto sluoksnio registruoty neurony populiacija buvo

didziausia.
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Pav. 16. Judesio inicijuotos moduliacijos infragranuliuotuose sluoksniuose yra
jvairialypés. A: Kairéje: scheminis linijinio 32-kanaly elektrodo paveikslas. Viduryje:
CSD paveikslas (spalvota) ir persidengiancios LFP Kreivés (juoda). DeSinéje: CSD
kreivés. Mélyna pastorinta linija Zymi CSD poliSkumo inversija, kuri Zymi manoma
apatine 4 sluoksnio riba. S: supragranulinis, G: granulinis, I: infragranulinis. B: Kairéje:
numanomy sluoksniy reprezentaciniy neurony veikimo potencialy (VP) bangos ir
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autokorelogramos. DeSinéje: Pavyzdiniy neurony VP rastrai ir VP tankio funkcijos
sulygiuotos su judesio pradzia spontaninio aktyvumo metu. N = 64 pradZios. C:
Spontaninio aktyvumo santykis tarp 500 ms po ir 500 ms prie$S judesio pradzia
(abscisé) kaip santykinio gylio numanonam 4 sluoksniui funkcija (ordinaté). Juoda
vientisa linija reprezentuoja bégimo vidurki; pilkos linijos Zymi numanomas 4
sluoksnio ribas. Duomeny taskai uZ abscisés diapazono reprezentuoja reikSmes,
mazesnes nei 0,5 ir didesnes nei 2. Juodi duomeny taskai atstovauja neuronus, kuriy
individualios moduliacijos buvo statistiSkai patikimos. D: Tas pats, kaip ir C, tik
vizualiai suzadinto aktyvumo metu.

2.2.3 Ar judesio sukeltos moduliacijos V1 kyla iS pozievio struktiiry?

Toliau mes tyréme ar judéjimo moduliacijos V1 kyla iS pozievio struktiiry. Pirmiausia,
mes registravome neuroninius atsakus pelés SKK (Pav. 17 A) ir radome, kad priesingai,
nei buvo tikima, gyviino judéjimas padidina neurony atsako daznj jau gumburo lygyje.
17 B paveiksle pavaizduota SKK lastelé, kurios atsako daZnis trumpam padidéja sulyg
judesio atsiradimu. Sitoks padidéjimas buvo biidingas registruotoms visame SKK
lgsteléms (Pav. 17 C, p = 0,0013, N = 93 neuronai, Wilcoxon signed-rank testas), tac¢iau
padidéjimas buvo maZesnis ir kintamesnis (mediana 11,5% + 98,4 m.a.d.) palyginus su
atsako padidéjimu V1 (mediana 25,9% + 25,4 m.a.d.). Be to, kad neuroninis aktyvumas
trumpam padidéja sulyg judesio atsiradimu, mes taip pat radome, kad ekrane pateiktos
gardelés sukélé didesni neuroninio atsako daznj, jei gyviunas stimulo pakartojimo
metu bégo vs. ramybés busenoje (Pav. 17 D, E). Jdomu, ta¢iau papildomi VP nebuvo
glaudziai susije su laikiniu stimulo daZniu, nes F1 atsako komponenté liko nepakitusi
judéjimo ir ramybés salygomis (p = 0,95, Wilcoxon signed-rank testas). Visa tai kartu
vedé j FO/F1 santykio medianos padidéjima judéjimo metu (Pav. 17 F, p < 0,001,
Wilcoxon signed-rank testas), kas rodo, kad atsako daznio padidéjimas buvo nebutinai
specifinis laikui. Pakartojant ankstesnius rezultatus (Niell & Stryker 2010), mes taip
pat pastebéjome, kad judéjimo metu sumazZéjo neurony VP pliapsniy skaicius (2,0%
+ 0,2 vs. 0,7% + 0,09, p < 0,001, N=73 neuronai; Pav. 17 G). Kadangi mes radome
judéjimo poveikj neuroninio atsako dazniui, tiek SKK, tiek V1, toliau mes tyréme ar V1

neurony populiacijos judesio sukelta dekoreliacija taip pat stebima jau gumburo
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lygyje. Mes apskai¢iavome VP Kkoreliacijas SKK lasteliy poroms spontaninio aktyvumo
metu (Pav. 17 H) ir radome Siek tiek didesne koreliacijg judesio metu palyginus su
ramybes periodais (rsc= 0,02 * 0,003 vs. 0,01 = 0,003, p < 0,001). Persasi iSvada, kad
tarpneuroninés koreliacijos sumazéjimas V1 nekyla i$ dekoreliuoty tiesioginio

perdavimo gumburo jéjimo, bet, greiciausiai, atsiranda pacioje Zievéje.
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Pav. 17. Judéjimo poveikis gumburo lygmenyje. A: Koronalinis smegeny pjiivis; Soninis
kelinis kiinas (SKK) apvestas baltu kontiiru. Mélyna, DAPI; raudona, DiD. Mastelio
juosta 200 pm. B: Pavyzdinio SKK neurono VP rastras (virsuje) ir VP tankio funkcija
(apacioje) sulygiuotos su judesio pradzia. N = 130 pradziy. C: Atsako daZniai 0,5 s pries
vs. 0,5 s po judesio pradzios (N = 93 neuronai). D: Pavyzdinio neurono VP rastrai
pateikus judancias gardeles. Pakartojimai suskirstyti j periodus gyviinui judant (zalia)
ir stacionarioje buisenoje (oranziné). N = 28 pakartojimai. E: Vidutinis atsako daZnis
skirtingy pakartojimy metu j pilno kontrasto (100%) gardeles gyvunui judant (Zalia) ir
stacionarioje busenoje (oranziné) (N = 73 neuronai). F: Tas pats, kas pavaizduota E
dalyje, tik F1/F0 atsako konponenty santykiui. G: Tas pats, tik pliapsniy santykiui. H:
VP skaiciaus koreliaciju pasiskirstymas populiacijoje tarp vienu metu registruoty
neurony pory (N = 628) spontaninio aktyvumo metu judéjimo (zalia) ir stacionarioje
(oranZiné) buisenose.

2.2.4 Judéjimas ir vyzdzio dydis

Zinodami, kad vyzdZio dydis yra patikima Zymé démesingumo biisenai nustatyti,
galiausiai mes iSkéléme klausimg, ar gyvino judéjimo jtaka gali buti stebima akyje
(Pav. 18). Démesio tyrimai, atlikti su Zmoneémis, ilgai pasikliové vyzdZio iSsiplétimu
esant nuolatiniam apSvietimui, kaip neinvaziniu metodu démesingumui stebéti
(Bradshaw 1967). Panaudodami vaizdo kamera ir infraraudonyjy spinduliy
apSvietimg, mes iSmatavome vyzdZio padétj bei dydj esant pilkam ekranui ir
pasikeitimus koreliavome su pasikeitimais gyvino busenoje.

Eksperimento metu fiksuojant galva pastebéjome, kad sakady dazZnis buvo gana mazas
(0,94 Hz + 0,29); taciau, vis vien, sakados buvo daznesnés gyvunui judant (1,54 Hz +
0,29) lyginant su ramybés (stacionariais) periodais (0,34 Hz + 0,23, p < 0,001; Pav. 18
A-D). Labiau nustebino rezultatai, gauti detaliau paZvelgus j priklausomybe tarp
vyzdZio dydzio ir gyviino bégimo greicio (Pav. 18 E). Tai iStirti mes kiekvieng vidutinj
greiti judéjimo ir ramybés busenose palyginome su vidutiniu vyzdzio dydzZiu
atitinkamose buisenose (Pav. 18 F, Pirsono koreliacija = 0,56, p < 0,001 gyvunui
judant). Nors vyzdzZio dydis gana plaCiai varijavo, mes pastebéjome, kad Sio,
konkretaus, eksperimento metu vidutinis vyzdZio plotas buvo didesnis (39,7%, p <
0,001, dviejy iméiy t-testas) gyvinui judant nei stacionarioje biisenoje. Sis efektas

buvo budingas visy eksperimenty metu: lyginant su stacionaria gyvino busena,
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judéjimo metu vyzdys buvo ~45,0% + 9,1 didesnis (Pav. 18G, p < 0,001). Mes taip pat
pastebéjome, kad sulyginus vyzdzio duomenis su judesio pradZiomis, vyzdys gyviunui
inicijuojant judesj iSsiplecia (Pav. 18 H). Tai buvo stebima tiek individualiy judesio
pradziy metu (Pav. 18H, pilkos kreiveés), tiek tarp skirtingy eksperimenty (Pav. 18 H,
juodos kreivés). Nei vyzdZio iSsiplétimas, nei akiy judesiai negaléjo paaiSkinti
trumpalaikio judéjimo poveikio SKK ar V1 (Pav. 19).
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Pav. 18. Judéjimo poveikis akies greiciui ir vyzdZio dydZiui. A: Akies greicio (juoda) ir
judéjimo greicCio (pilka) laike pavyzdys. B: Vidutinio akies greiCio periodai gyvunui
judant (zalia) ir stacionarioje busenoje (oranziné), kaip vidutinio judéjimo gricio per
perioda funkcija. DeSinéje: akies greicio pasiskirstymas. N = 160 periody. C: Akies
greicio reikSmiy iSsibarstymo vidurkis judéjimo ir stacionarios busenos perioduose, N
= 13 jraSy sesiju. D: Judesio pradZios inicijuotas akies greitis. Pilkos linijos
reprezentuoja individualias pradzias, juodos linijos - sesijy vidurkiai. Klaidos juostelés
nurodo +/- s.e.m. E: Vyzdzio dydzZio (juoda) ir judéjimo greicio (pilka) laike pavyzdys. F:
Vidutinio vyzdzio dydZio periodai gyviinui judant (zalia) ir stacionarioje busenoje
(oranziné), kaip vidutinio judéjimo gri¢io per perioda funkcija. DeSinéje: ribiniai
vyzdZio dydzio skirstiniai. N = 160 periody. G: VyzdZio dydzZio reikSmiy iSsibarstymo
vidurkis judéjimo ir stacionarios biisenos perioduose, N = 13 jrasy sesijy. H: Judesio
pradzios inicijuotas vyzdzio dydis. Pilkos linijos reprezentuoja individualias pradzias,
juodos linijos - sesijy vidurkiai.
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Pav. 19. Neuroniniai atsakai i gyviino judéjimo pradzias pasalinus pakartojimus, kuriy
metu stebétos sakados ar iSsiplétes vyzdys. A: Judesio inicijuotas atsakas pavyzdiniame
neurone (virSuje), akies greityje (viduryje) ir vyzdZio plote (apacioje). Visi
pakartojimai. B: tas pats, tik pasalinus pakartojimus kuriy metu stebétos sakados. C:
Tas pats, tik paSalinus 30% pradziy su stipriausiais vyzdzio iSsiplétimais. D: Visy
neurony atsakai pries$ ir po judéjimo pradzios (N = 188). E: Tas pats, tik pasalinus
pakartojimus kuriy metu stebétos sakados. F: tas pats, tik pasalinus 30% pradziy su

stipriausiais vyzdzio iSsiplétimais. Klaidos juostelés nurodo +/- s.e.m.
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3 Diskusija

Sio darbo tikslas yra istirti kaip stimulo parametrai ir gyviino elgsena keicia
regimosios informacijos apdorojimg pelés ankstyvojoje regos sistemoje. Vienas i$
aktualiausiy Siuolaikiniy regos tyrimy klausimy - kaip Zieviniai neuronai jgauna jiems
budingas atsako savybes. Vyrauja bendras sutarimas, kad tame gali dalyvauti daugelis
skirtingy mechanizmy, taciau, néra aiSku, kokia yra kiekvieno jy jtaka.

Stimulo parametrai gali moduliuoti regimuosius atsakus juos slopindami. Be to,
neuroninius atsakus veikia ne tik stimulo parametrai, bet ir elgsena. Tyrimy su
primatais metu pastebéta, kad vienas tokiy moduliatoriy gali buti selektyvus démesys
(pvz., (Roberts et al 2007)). Potencialiai panaSus reiSkinys grauZikuose stebimas kai
informacijos apdorojimas vyksta skirtingose smegeny aktyvumo busenose (pvz.,
(Harris & Thiele 2011)). Taciau kaip démesingumas ar aktyvi busena keicia sensorinés
Zievés neuroninius atsakus ir jtakoja suvokimo sprendimus?

Siame darbe aprasome kaip iSorinis slopinimas (stimulo parametrai - vidinis
kontekstas) ir smegeny budrumo busena (elgsena - iSorinis kontekstas) keicia
neuroninius atsakus i regimajj stimulg. Mes susitelkéme ne tik j anestezijos ir budrumo
biisenas, bet taip pat budrumo buseng suskirstéme j judéjimo ir ramybés (stacionarig).
Atlikdami Siuos tyrimus mes naudojome in-vivo uZzlgstelinés neurony registracijos ir

neuroniniy grandiniy suardymo (optogenetiné fotostimuliacija) metodus pelése.

3.1 | diskusijos dalis: “ISorinis slopinimas pelés pirminéje regos zZievéje:

priklausomybé nuo zievés sluoksnio ir anestezijos”

Mes tyréme peliy V1 erdvinés sumacijos sluoksninj profilj ir PV+ interneurony jtaka.
Analogiskai, kas yra matoma auksStesnés eilés Zinduoliuose, mes taip pat
pademonstravome, kad daugeliui pelés V1 neurony budingas iSorinis slopinimas, kuris

labiausiai iSreikStas virSutiniuose Zievés sluoksniuose. Erdviné sumacija stipriai
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priklauso nuo smegeny budrumo biusenos: izofluranu/uretanu anestezuoty gyviny
erdvinés sumacijos priklausomybé nuo sluoksnio susilpnéja, iSorinis slopinimas
sumaZéja, RL centro skersmuo padidéja ir atsakai tampa létesni ir ilgesni. Si smegeny
budrumo lygio jtaka erdvinei sumacijai i$ dalies gali buti paaiSkinta darant prielaida,
kad anestezija veikia kontrasto normalizacijg V1. Galiausiai, mes pristatome rezultatus,
kad optogenetiné PV+ interneurony depoliarizacija veikia erdvine sumacija
padidindama RL skersmenj ir susilpnindama iSorinj slopinimg, kas, viska sudéjus
kartu, primena sumazinto stimulo kontrasto poveikj.

Misy neurony registracija anestezuotose gyviunuose ir erdvinés sumacijos
charakteristikos pakartojo anksciau aprasSyta centro-periferijos sgveika pelés V1. Mes
radome, kad anestezijos metu RL centro (mediana = 32.4° skersmens) ir periferijos
dydZiai (mediana = 98.7° skersmens) palyginami su anksciau publikuotais (medianos
28.85° ir 92.5°), taip pat, nerasta slopinimo intensyvumo priklausomybés nuo Zievés
sluoksnio (Van den Bergh et al 2010). Siy parametry priklausomybés nebuvimas
pateikus auksto kontrasto regimajj stimulg kontrastuoja su duomenimis, gautais
aukStesnés eilés gyviuny modeliuose, kur, paprastai, iSorinis slopinimas yra labiausiai
iSreikStas pavirSiniuose sluoksniuose (Levitt & Lund 2002, Sceniak et al 2001,
Shushruth et al 2009).

Misy rezultatai, gauti naudojant budrius gyvinus, buvo visisSkai kitokie nei naudojant
anestezijg, bet, nepaisant didesnio peliy RL-y skersmens, buvo panasis j duomenis,
gautus naudojant aukStesnés eilés Zinduolius. Mes pastebéjome, kad budriy gyviny V1
erdviné sumacija priklauso nuo Zievés sluoksnio: RL centro skersmuo maziausias ir
iSorinis slopinimas stipriausias virSutiniuose sluoksniuose.

Neseniai publikuoti moksliniai darbai, atlikti supragranuliuotame V1 sluoksnyje,
parodé konkrecias erdvinés sumacijos tarpZievines grandines, kur svarbiausi yra
SOM+ interneuronai (Adesnik et al 2012). SOM+ interneuronai apima Martinotti
lgsteles, kurios turi aksony kolaterales pirmame V1 sluoksnyje ir sudaro sinapsinius
rySius su toli esanciais piramidiniy lasteliy dendritais (Silberberg & Markram 2007,

Wang et al 2004). 2/3 sluoksniy SOM+ interneuronai daZniausiai inervuojami
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horizontaliy Zievéje esanciy aksony ir, skirtingai nei piramidinés lgstelés, neturi
iSorinio slopinimo (Adesnik et al 2012). Netgi atvirkSc¢iai, SOM+ neurony atsako daZnis
padidéja, kai stimuliuojama RL periferija ir tai leidZia Sioms lgsteléms didéjant
pateikto stimulo dydZiui, reguliuoti piramidiniy lasteliy atsako daznj (Adesnik et al
2012). Sios neuroninés grandinés, tikétina, atsakingos uz ganétinai stipry iSorinj
slopinimg pavirSiniuose sluoksniuose, kurj mes stebéjome ir savo eksperimenty metu.
Misy duomenys rodo, kad PV+ interneuronai taip pat prisideda prie erdvinés
sumacijos pelés V1, bet, greiciausiai, netiesiogiai, bendrai veikdami stimulo
suzadinamumg. PV+ neuronai daZniausiai yra greitai veikimo potencialg
generuojantys slopinantys interneuronai, kuriy taikinys - lgstelés kunas (apZvelgta
(Markram et al 2004)). Yra parodyta, kad Sie neuronai Zievéje dalyvauja tiesioginio
perdavimo slopinime (pvz., (Swadlow 2003, Yoshimura & Callaway 2005)). Mes
parodéme, kad, skirtingai nei SOM+, PV+ interneuronai turi buti depoliarizuoti tam,
kad sumazinty iSorinj slopinimg. Padidinus PV+ neurony aktyvuma, greiciausiai, jie
kontroliuoja bendrg atsaka neuroniniame tinkle ir taip sumaZina suZadinamuma
stimului. Musy istirtas PV+ interneurony poveikis erdvinei sumacijai i§ tiesy turi
panasy efektg, kaip ir sumaZintas pateikto stimulo kontrastas (taip pat Ziureéti:
(Nienborg et al 2013)). Kartu su bendra stimulo suZadinamumo moduliacija,
pastaruoju metu pradedama tikéti, kad PV+ interneuronai dalyvauja stiprinimo
kontroléje (Atallah et al 2012, Ma et al 2010, Wilson et al 2012).

Ar interneuronai tuo paciu budu saveikauja ir dalyvauja erdviniame sumavime
primatuose, dar néra aiSku. BeZdZionés V1 orientacijos selektyvumo iSorinis
slopinimas, kartu su orientacijos nebuvimu ankstyvuosiuose regos sistemos lygiuose
buvo kaip irodymas, kad tarpZieviniai neuroniniai tinklai ir grjZtamasis rySys yra
pagrindiniai erdvinés sumacijos veiksniai (Angelucci & Bressloff 2006). Neseniai buvo
parodyta, kad peliy SKK neuronai yra selektyviis orientacijai (Cruz-Martin et al 2014,
Marshel et al 2012, Piscopo et al 2013). Sis pastebéjimas iliustruoja galimus skirtumus
tarp gyvuny rusiy tiesioginio perdavimo, Soninio ir griZtamojo rySio grandiniy

vaidmens iSoriniam slopinimui.
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Reikéty atsargiai vertinti tiesiogini RL dydziy ir slopinimo intensyvumo palyginimg
tarp Siame darbe aprasSyto peliy V1 ir ankstesniuose darbuose kaciy ir bezdZioniy V1,
visy pirma, dél metodiniy skirtumy. Ankstesni erdvinés sumacijos darbai atlikti su
auksStesnés eilés zinduoliais daZniausiai buvo daromi naudojant registracijg i$ vienos
lgstelés ir optimizavus stimulo parametrus (orientacijg, erdvinj ir laikinj daznius)
konkreCiam neuronui, i$ kurio registruojamas nervinis atsakas. Tai skiriasi nuo musy
atlikty eksperimenty, kuriy metu mes vienu metu jraSinéjome daugelio neurony
aktyvumg ir pritaikéme daugumoje elektrodo kanaly registruoty neurony
suvidurkintus “mégstamus” stimulo parametrus. Yra darby, kurie apraSo stimulo
orientacijos, erdvinio dazZnio ir pozicijos svarba apskaicCiuojant erdvine sumacija (pvz.,
(Osaki et al 2011, Shushruth et al 2012, Tailby et al 2007)). Taigi, kiek maZesnis nei
idealus atitikimas tarp stimulo savybiy bei neurony “mégstamy” parametry galéjo
jtakoti musy rezultaty variabilumg. Nepaisant to, miusy duomenys gauti naudojant
anestezuotus gyviunus sutampa su tais, kuriuos gavo Van den Bergh et al, (2010),
kurie registravo pavienius neuronus ir pritaiké stimulo savybes konkreCiam neuronui.
Tai rodo, kad musy proceduros neturi sisteminiy paklaidy.

Mes taip pat aprasSéme, kad izoflurano/uretano anestezija stipriai veikia neuroniniy
atsaky savybes regos Zievéje. Izofluranas daznai buvo vengiamas regos tyrimuose dél
tokiy Salutiniy poveikiy kaip laikinio profilio pakitimas sinapsiy perdavime (Ries &
Puil 1999), bendro neuroninio aktyvumo redukcijos (Villeneuve & Casanova 2003) ir
sumazéjusio jautrumo kontrastui (Solomon et al 1999). Bet, nepaisant to, izofluranas
yra daznai naudojamas anestezuoty regos tyrimy metu (pvz. (Bonin et al 2011,
Runyan et al 2010, Smith & Hausser 2010)), nes tai leidZia preciziSkai reguliuoti
anestezijos gylj net dirbant su tokiu maZu gyvinu, kaip pelé. Kitas populiarus
anestetikas tokiuose tyrimuose su grauzikais - uretanas (pvz., (Niell & Stryker 2008,
Van den Bergh et al 2010)), kuris sumaZina bendra neurony suZadinamumg (Girman
et al 1999, Sceniak & Maciver 2006) nekeisdamas sinapsinio perdavimo ir
nekeisdamas neurony selektyvumo savybiy (Sceniak & Maciver 2006). Atsizvelgiant j

Siuos faktus, buty galima visus smegeny busenos efektus iSoriniam slopinimui
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pirmiausia priskirti izofluranui. Tac¢iau, kontroliniy eksperimenty metu, naudojant tik
uretang, mes pastebéjome nors ir maziau, bet vis tik susilpnéjusj slopinimo efektg ir
mazesnj jautrumg stimulo kontrastui lyginant su eksperimentais, atliktais su budriais
gyvunais. Mes padaréme iSvadg, kad iSorinis slopinimas negali buti pilnai iStirtas esant
izoflurano ar uretano anestezijai (taip pat ziuréti (Adesnik et al 2012, Haider et al
2013)).

Misy duomenys, rodantys stiprig smegeny budrumo lygio moduliacija stimulo dydZio
selektyvumui, sutampa su neseniai publikuotais duomenimis, kurie buvo atlikti
vidulgsteliniu neurony registracijos metodu pelés V1 (Haider et al 2013). Autoriai
parodé, kad chlorprotikseno (angl. chlorprothixene) ir izoflurano ar uretano
anestezijos metu atsakai buvo pastovius laike ir placiai erdviSkai iSsibarste lyginant su
atsakais registruotais budriuose gyvunuose. Jy sinapsinio laidumo registracija
atskleidé, kad slopinimo vyravimas budrumo busenoje yra atsakingas uz laikinius ir
erdvinius atsaky apribojimus.

Mes iSkéléme hipoteze, kad erdvinés sumacijos skirtumai tarp budriy ir anestezuoty
smegeny kyla dél anestezijos metu sumaZinto slopinimo, kuris keic¢ia kontrasto
normalizacijos mechanizmus. Kontrasto normalizacija jau buvo naudota Kkaip
sékmingas modelis iSoriniam slopinimui tirti (Carandini & Heeger 2012). Primaty ir
kaciy V1, centro-periferijos saveikos erdvinés ir laikinés savybés priklauso nuo
regimojo stimulo kontrasto (Kapadia et al 1999, Sadakane et al 2006, Sceniak et al
1999, Schwabe et al 2010, Webb et al 2005). Siame darbe mes parodéme, kad panasiai
stimulo kontrastas jtakoja iSorinj slopinimg ir peliy V1, kur Zemesnis stimulo
kontrastas lemia didesnius RL centro dydZius ir silpnesni slopinimg (taip pat Ziuréti
(Ayaz et al 2013, Nienborg et al 2013)). Kadangi anestezija iS esmés sumazina
jautrumg stimulo kontrastui, slopinimo susilpnéjimas ir létesné atsaky trukme
anestezijos metu gali buti siejama su anestezijos poveikiu kontrasto normalizacijai:
pateiktas pilno (100%) kontrasto stimulas gali sukelti atsaky lygi, kuris buty
palyginamas su budriuose gyvinuose registruotais atsakais j maZesnio kontrasto

stimula.
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Mes padaréme iSvada, kad pelés V1 yra vertinga modeliné sistema erdvinés sumacijos
neuroniniy grandiniy mechanizmams regos Zievéje tirti. Vien tarpZieviniy slopinanciy
neurony, kurie formuoja erdvine sumacija keliais skirtingais budais, yra apraSytos
bent dvi sistemos - SOM+ ir PV+ slopinantys neuronai. Genetiniy metody pritaikymas
ateityje gali padéti suprasti tiesioginio perdavimo, tarpzievines ir griZtamojo rySio

tarpusavio sgveikas.

3.2 |l diskusijos dalis: Judéjimo, kaip démesio pozymius primenancio reisSkinio

poveikis peliy ankstyvajai regos sistemai

Sioje dalyje mes tyréme judéjimo poveikj V1 ir SKK neurony populiacijy atsakams ir
pristatome tris pagrindinius atradimus: Pirmiausia, be to, kad judéjimas didina
individualaus neurono aktyvuma, gyvino judéjimas sumaZina tarpneuronines V1
neurony atsaky koreliacijas populiacijos lygyje. Antra, gyvunui judant padidéja atsaky
daznis SKK, judéjimo sukelta neurony populiacijos atsaky dekoreliacija biidinga tik
Zieviniams neuronams. Trecia, didéjant gyviuno judéjimo greiCiui, iSsiplecia vyzdys.
Anksciau Sie pastebéjimai nebuvo aprasyti.

Daugelis sutinka, kad judesiai sustiprina vizualiai suZadintus atsakus virSutiniuose V1
sluoksniuose, taCiau koks gyvino judesiy poveikis spontaniniam aktyvumui -
ginCytina. Kelios mokslinés studijos rodo su judesiu susijusio spontaninio aktyvumo
padidéjima (Andermann, 2013; Ayaz, 2013; Keller, 2012; Saleem, 2013}, kitos nerado
jokiy pokyciy veikimo potencialy generavimui (Niell & Stryker 2010) ar
piramidiniams neuronams (Polack et al 2013), kitose net apraSomas aktyvumo
sumazéjimas (Bennett et al 2013). Musy darbas padeda iSaiskinti $j klausima
pateikdamas aisSkius jrodymus, kad gyvinui judant spontaninis aktyvumas padidéja.
Mes manome, kad viena prieZzasCiy, dél ko gaunami tokie jvairus rezultatai, yra
skirtingos populiacijy imtys ir skirtingi analizés metodai. Net virSutiniuose V1

sluoksniuose mes radome heterogeniska efekta: lokomocija veiké neuronus teigiamai,
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neigiamai ar visai nedaré jtakos. Dél mazy imciy gali buti sunku stebéti pastovias
moduliacijas. Be to, su judesiu susijusios moduliacijos gali buti geriausiai atkleistos
naudojant judesio inicijuotg analize (angl. locomotion-triggered), kuri daugelyje studijy
nebuvo taikyta. Mes parodéme, kad spontaninio aktyvumo metu, judéjimo poveikis
interneuroninéms VP koreliacijoms yra didZiausias. Taigi, mes darome iSvada, kad
judéjimas gali daryti didele jtakg VP generavimo aktyvumui, net esant spontaniniam
neurony aktyvumui.

Dauguma moksliniy darby apraSo su judesiu susijusias atsaky moduliacijas tik
pavirSiniuose sluoksniuose (Bennett et al 2013, Keller et al 2012, Niell & Stryker 2010,
Polack et al 2013). Kaip rodo musy registracija i§ visy sluoksniy, tai néra blogas
pasirinkimas, nes didziausias su judesiu susijes poveikis atsakams iSties matomas
virSutiniuose sluoksniuose. Apskritai, uzgranuliniai sluoksniai yra griZtamyjy rySiy
“taikinys” (Douglas & Martin 2004, Felleman & Van Essen 1991, Rockland & Pandya
1979). Be moduliacijy pavirSiniuose sluoksniuose, mes taip pat randame su judesiu
susijusius atsako daznio poky¢ius granuliuotame sluoksnyje. Sie pastebéjimai kartu su
miisy duomenimis, kad gyvinui judant, matomas SKK neurony atsako daZnio
pastipréjimas, vercia pagalvoti apie tiesioginio perdavimo jnasg j judéjimo sukeliamg
poveikj pirminéje regos Zievéje. Remiantis Siais rezultatais, taip pat galime
interpretuoti su judesiu susijusiag membranos depoliarizacija 4 Zievés sluoksnyje
(Polack et al 2013), kuri, bent i§ dalies, gali atspindéti padidéjusj SKK neurony iséjimo
signalg. Galiausiai, neseniai publikuotas mokslinis darbas, atliktas dviejy fotony kalcio
vaizdinimo metodu, pademonstravo giliuosiuose sluoksniuose esancius neuronus su
stipriu i$oriniu slopinimu judesio pradZioje (Andermann et al 2013). Sis pastebéjimas
sutampa su musy duomenimis, kad su judesiu susije atsakai yra jvairialypiai ir
sutampa iSoriskai slopinamy lasteliy salyginis Zievés gylis. Taciau vis dar néra aiSku
kaip judesiy sukeltas neuroniniy atsaky iSorinis slopinimas giliuosiuose sluoksniuose
galéty pakisti j su judesiu susijusius padidéjusius atsakus kituose Zievés sluoksniuose.
Visgi, iSorinj slopinima turinciy lasteliy paplitimas infragranuliuotuose sluoksniuose

puikiai sutampa su rezultatais, kurie rodo, kad 6 sluoksnio aktyvumo sumaZzéjimas
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daro jtaka stiprinimo padidéjimui virSutiniuose sluoksniuose (Olsen et al 2012).
Pionieriniame darbe apie judéjimo jtaka regos struktiury aktyvumui Niell ir Stryker
(Niell & Stryker 2010) teigé, kad gyvino judéjimo sustiprinti neuroniniai atsakai
biidingi tik regos Zievés neuronams. Cia mes prie$taraujame $iam teiginiui pateikdami
aiskius jrodymus, kad judesiai gali sustiprinti neuroninius atsakus net pelés SKK.
Kadangi miisy rasti su judesiu susije poky¢iai SKK maZesni ir variabilesni nei V1, néra
keista, kad iki Siol Sie pokycCiai nebuvo apraSyti. Bet naudojant anksciau Siai neurony
populiacijai nenaudotg judesio inicijuoty suvidurkinty atsaky (angl. Locomotion-
triggered average response) analize, poKy¢iai gali biiti aptinkami net pavieniuose SKK
neuronuose. Nepaisant Sio pastebéjimo, misy duomenys sutampa su Niell ir Stryker
rezultatais (Niell & Stryker 2010), kad gyviinui judant, sumazéja SKK neurony
plitipsninis aktyvumas. Be to, kaip ir Niell ir Stryker, mes taip pat radome statistiskai
nepatikimg atsako komponenteés skirtumg j skirtingus laikinio daznio stimulus. Tai
parodo, kad padidéjes atsakas SKK gyviinui judant, néra laikiniai specifi$kas. Ta¢iau vis
dar atviras klausimas, kur pirmiausia gyviino judesiy sukeltos SKK atsako moduliacijos
atsiranda - SKK ar atspindi L6 Zievés - gumburo griztamajj rysj (Sillito et al 2006) ir
kokia kity poZieviniy keliy jtaka (Saalmann & Kastner 2009).

Keista, taCiau stebétinai didelé priklausomybé tarp gyvino judéjimo ir vyzdzio dydZio
iki Siol nebuvo placiai nagrinéta. Yra tik placiai Zinomi tyrimai su Zmonémis, kuriy
metu buvo tiriama priklausomybé tarp vyzdzio iSsiplétimo ir budrumo busenos
(Bradshaw 1967, Yoss et al 1970). Vyzdzio iSsiplétimas esant nuolatiniam apSvietimui
yra viena orientacinio atsako komponenté, kuri parengia organizmg reagavimui j
kritiSkai pasikeitusig aplinkg (Sokolov 1963). Taciau kokia yra funkciné vyzdZzio
iSsipletimo reikSmé vaizdo apdorojimui? Viena prielaidy yra ta, kad vyzdZzio
iSsipletimas gali padidinti regos jautrumg (Lynn 1966, Wang et al 2012). Nors vyzdZio
iSsipletimas daZniausiai siejamas su geresniu uZduoties atlikimu, eksperimenty metu
gauti rezultatai yra gana iSsibarste (Nieuwenhuis et al 2010, Wang et al 2012). Pelés

vyzdZio iSsiplétimas gali padidinti tinklainés apSvietimg daugiau nei 20 karty (Pennesi
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et al 1998). Yra Zinoma, kad efektyvus stiprinimo kontrolés mechanizmas prasideda
jau ankstyvuosiuose vaizdo apdorojimo etapuose (Carandini 2012).

Pastaraisiais metais paskelbtos dvi moksliniy darby apzvalgos (Harris & Thiele 2011,
Maimon 2011) iSkélé gana provokuojancig hipoteze, kad grauzikuose tirtas nuo
budrumo priklausantis informacijos apdorojimas gali jtraukti tokius procesus kaip
démesys, tirtus primatuose. Musy darbe mes tiesiogiai patikrinome $ig hipoteze ir
gauti rezultatai patvirtino, kad visi tirti judéjimo efektai i$ tiesy panasus | démesio
poZymius primatuose. Pirma, nors eksperimentiSkai gauti duomenys, kad V1
sluoksniuose démesio poveikio rezultatai gana iSsibarste, yra duomeny, kad
beZdZionése démesio sukeltas atsako daZnio padidéjimas stipriausias pavirSiniuose
Zieves sluoksniuose (Mehta et al 2000). Antra, populiacijos atsaky dekoreliacija yra
vienas démesio poZymiy: buvo parodyta kad vizualinis démesys sumazina variabiluma
tarp pakartojimy individualiuose neuronuose ir susilpnina interneuronines
koreliacijas (Cohen & Maunsell 2009, Cohen & Newsome 2008, Mitchell et al 2009). Be
to, atrodo, kad butent dekoreliacijos labiau nei atsako daznio pokyc¢iai pagerina vaizdo
kokybe démesio metu (Cohen & Maunsell 2009). Pelése, gyviinui judant, stebimas
padidéjes elgseninis jautrumas kontrasto aptikimo uZduoCiy metu (Bennett et al
2013), taciau ar Sis efektyvumo padidéjimas pasiektas padidéjus atsako daZniui,
populiacijos atsaky dekoreliacijai ar kity veiksniy, vis dar lieka neZinoma. Trecia,
vizualinio démesio jtaka buvo pastebéta ir SKK lygyje (McAlonan et al 2008, 0'Connor
et al 2002, Schneider 2011, Schneider & Kastner 2009). Dauguma Siy, démesio, darby
buvo atlikti funkcinio magnetinio rezonanso vaizdinimo (fMRI) metodu su Zmonémis,
kuriy metu tirti erdvinis (O'Connor et al 2002, Schneider & Kastner 2009) ir poZymiu
paremtas (angl. feature based) (Schneider 2011) démesys sustiprino atsaka. Siuos
rezultatus pastiprina ir viena su bezdZionémis atlikta studija, kurioje autoriai rado su
démesiu susijusiy neuroniniy atsaky padidéjima SKK magno- ir parvolastelése
(McAlonan et al 2008). Visa tai kartu sudéjus, musy rezultatai pateikia naujy jrodymuy,

kad grauZziky judéjimg ir primaty démesi sieja bendri procesai.
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Nepaisant Siy panasSumy tarp gyvuno judesiy ir démesio jtakos, yra ir nemazas
skirtumas. Viena démesio savybiy yra selektyvumas, pvz., démesio sukeltos
moduliacijos yra apribotos erdveés, j kur yra nukreiptas démesys (Moran & Desimone
1985, Treue & Maunsell 1996), objekto savybiy (McAdams & Maunsell 1999, Treue &
Martinez-Trujillo 1999) ar pacio objekto (Roelfsema et al 1998). Tam, kad pasiekti tokj
selektyvumg, démesio moksliniai tyrimai daZniausiai atliekami kruopsciai lyginant
skirtingas salygas, kuriose yra identiSka sensoriné stimuliacija, uZduoties sunkumas ir
sujaudinimas, tad skiriasi tik démesio fokusas. Gyviino judesiy jtakos eksperimentuose
remiamasi palyginimu tik tarp dviejy salygy - elgsenos buvimu vs. nebuvimu. Tai gali
turéti papildomus, nekontroliuojamus faktorius, tokius kaip motyvacijos busena ar
sujaudinimo laipsnis. Nepaisant selektyvumo skirtumo, panaSumai tarp démesio ir
gyvuno judesiy itakos yra teikiantys vilciy bei atveria galimybe grauziky modeliuose
tirti bendrus procesus, esanCius mikro neuroniniy grandiniy lygyje.

Keliy = neurofarmokologiniy  eksperimenty metu buvo tiesiogiai tirtas
neuromoduliatoriy vaidmuo démesingoje busenoje (Herrero et al 2008, Thiele 2013).
Neseniai publikuotame straipsnyje (Polack et al 2013), kuriame buvo tiriama gyvuno
judéjimo jtaka, autoriai pasiulé, kad judéjimo metu islaikyti tonine depoliarizacijg yra
biitinas norepinefrinas. Norepinefrino svarba taip pat yra aprasyta ir sensomotorinéje
vibrisiy Zievéje (angl. barrel cortex), kur noradrenerginiy keliy blokavimas budriame
gyviune sukelia “j ramybe-panaSia” (angl. quiescent-like) Zievés dinamika
(Constantinople & Bruno 2011). Pagrindinis norepinefrino Saltinis smegenyse -
meélynoji démeé (lot. locus coeruleus (LC)) ir buvo pastebéta, kad katei vaikStant, LC
aktyvumas padidéja (Rasmussen et al 1986). Taip pat pastebéta, kad ir pelése LC yra
priezastiniais rySiais susijes su gyvino judéjimu (Carter et al 2010). Nors mes
tiesiogiai ir netyréme rysSio tarp norepinefrino ir elgsenos, taciau miisy duomenys
sutampa su norepinefrino sukeliamu poveikiu. Visy pirma, sudéjus visus duomenis,
gautus anatomijos (Szabadi 2013), elektrofiziologijos (Aston-Jones & Cohen 2005),
farmakologijos (Phillips et al 2000) ir Zmogaus smegeny vaizdinimo (Murphy et al

2014, Sterpenich et al 2006) metodais galima daryti prielaida, kad norepinefrinas,
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esant tam tikram pastoviam apSvietimui, lemia vyzdzio iSsiplétima. Antra, pastebéta,
kad Ziurkiy LC elektros stimuliacija (Holdefer & Jacobs 1994) ir kac¢iy SKK
farmakologinis poveikis (norepinefrino agonisty injekcija) (Funke et al 1993)
sumazina plitapsninj VP generavimo rezimg. Trecia, norepinefrinas gali dalyvauti
Zieves desinchronizacijoje, kuri, savo ruoZtu, gali sietis su musy pastebéta populiacijos
atsaky dekoreliacija (Harris & Thiele 2011). Galiausiai, Ziurkiy regos Zieveés iSoriniai
sluoksniai yra gausiau inervuoti nopradrenerginémis lgstelémis (Morrison et al 1978),
ir tai taip pat sutampa su musy sluoksniniu tirty moduliacijy profiliu.

Remiantis musy rezultatais pirmoje ir antroje darbo dalyse, galima daryti iSvada, kad
vaizdo atsakus gali moduliuoti ne tik regimasis stimulas, taciau ir elgsena bei budrumo

busena.

Siame darbe aprasyti rezultatai pateikia jrodymus, kad Zievés ir poZievio lygiy
neuroniniai atsakai yra nepaprastai selektyvis tiek stimulo parametrams, jvertinus
iSorinj slopinimg (1 dalis), tiek elgsenos parametrams, jvertinus skirtumus tarp
anestezijos ir budrumo biuiseny (1 dalis), bei skirtumus pacioje budrumo busenoje (2
dalis). Abiejy daliy parametry moduliacijos turi panaSy poveikj regimosios Zievés
sluoksniams: didzZiausias stimulo ir elgsenos parametry poveikis stebimas
virSutiniuose sluoksniuose, kur dauguma neurony jungiasi horizontalioje plotméje ir j
kur projektuojasi griZtamieji rySiai. Taciau, yra ir skirtumy: erdviné sumacija
palaipsniui didéja apatiniuose sluoksniuose, o su judesiu susijes slopinamasis poveikis
labiausiai iSreikStas virSutinéje infragranuliuoto sluoksnio dalyje, - numanomame
penktame sluoksnyje. Diskutuotina, ar nuo smegeny aktyvumo priklausantis
informacijos apdorojimas vyksta kaip du skirtingi procesai ar kaip palaipsniui
besikeiCiantis kontinuumas. Kaip ir kituose Siuolaikiniuose tyrimuose (Niell & Stryker
2010, Wester & McBain 2014, Zagha & McCormick 2014), Siame darbe mes taip pat
pademonstravome, kad net gyvinui esant budrumo busenoje, egzistuoja keli
informacijos apdorojimo réZimai skirtingose judéjimo aktyvumo stadijose. Mes

pastebéjome kelis panaSumus tarp anestezuotos (lyginant su budria biuisena) ir
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ramybes (lyginant su judanciu gyviunu) peliy biiseny: krenta atsako daZnis ir sumazéja
orientacijos selektyvumo kreivés amplitudé. Tai, kad sumazéja stiprinimas (angl. gain),
iS dalies gali buti paaiSkinta pakitusia neuromoduliatoriy pusiausvyra (Polack et al
2013) ar pasikeitusiu membranos potenencialu (Bennett et al 2013). Be Siy panasumuy,
taip pat randama ir skirtumy: anestezijos metu sumazéja jautrumas stimulo
kontrastui, o judéjimo metu kinta stimulo kontrasto stiprinimas. [domu tai, kad

iSorinis slopinimas mazéja ne tik anestezuotos buisenos metu, bet ir gyviinui bégant.
Apibendrinus, Si disertacija demonstruoja, kaip informacijos apdorojimas, net ir

ankstyvosios regos stistemos neuronuose, gali buti jtakojamas tiek regimojo stimulo

parametry, tiek elgsenos.
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4

Isvados

. Pelés V1 erdvinés sumacijos sluoksninis profilis yra panaSus j aukStesnio

lygmens Zinduoliy: RL centro dydis yra maziausias ir iSorinis slopinimas yra

stipriausias pavirsiniuose sluoksniuose;

. ISorinio slopinimo stiprumas laikui bégant didéja;

. PV+ interneuronai dalyvauja formuojant peliy V1 selektyvumg stimulo dydZiui:

RL centro dydis didéja ir iSorinis slopinimas maZzéja;

. Ervinis sumavimas yra stipriai jtakojamas anestezijos buklés: esant

isoflurano/uretano anestezijai, sluoksninis erdvinés sumacijos pasiskirstymas
sumazéja, iSorinis slopinimas susilpnéja, RL dydis padidéja, o neuroniniai

atsakai sulétéja;

. Su gyviino judéjimu susijes atsako padidéjimas gali biiti stebimas jau SKK lygyije;

. Gyvuno judéjimo greitis koreliuoja su vyzdZzio iSsiplétimu.
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