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Introduction. The theta rhythm — synchronous hippocampal activity recorded during REM
sleep and in waking during increased vigilance and learning — is regulated by the brain-
stem reticular structures, including the pedunculopontine tegmental nucleus (PPN). The
study was aimed at the involvement of Substance P (SP), a neuromodulatory peptide present
in the PPN, in the regulation of the theta rhythm.

Material and methods. The effect of the unilateral injection of SP (5 xg/0.5 ml) directly into the
PPN on the theta rhythm induced by sensory stimulation (pinch tail) was studied in urethane-
anesthetized rats. Peak power and the corresponding peak frequency were analyzed in two
frequency bands: theta (3.1-6 Hz) and delta (1-3 Hz), before and after SP injection.

Results. Intra-PPN administration of SP blocked the theta rhythm and augmented delta
activity. Theta peak power dropped to 53.0 = 5.3% of the preinjection baseline in the hippo-
campus ipsilateral and to 46.3 + 5.6% in the hippocampus contralateral to the injection 10 min
following SP. At the same time delta peak power raised to 398.9 + 50.5% and 594.7 + 67.2%,
respectively. Suppression of the theta persisted over 60 min, while increased delta activity
lasted 20 min. SP administration did not change peak frequency in the studied bands.

Conclusions. 1. Obtained results indicate that tachykinin receptors, which so far have not
been detected in the PPN, are present in this nucleus. 2. Substance P in the PPN has supp-
ressive contribution in the regulation of the hippocampal theta rhythm.

Key words: EEG, neuromodulation, tachykinin system, theta rhythm regulation

B Wstep

Charakterystyczna cecha zapisu EEG podczas fazy snu
REM jest obecnosé synchronicznych fal theta, ktérych
zakres czestotliwoéci u czlowieka wynosi 4-7 Hz, a u gry-
zoni — 3-12 Hz. Do niedawna aktywno$¢ te u ludzi
rejestrowano prawie wylgcznie z powierzchni kory, ale
ostatnio stwierdzono obecnoé¢ synchronicznych fal theta
takze w hipokampie [1], ktéry — jak dotad — pozostaje
gléwnym miejscem badania rytmu theta u zwierzat [np.
2-4]. Fale theta towarzyszg tez procesom uczenia sie
u czlowieka [5, 6] i zwierzat [7].

Trwa spér o znaczenie snu w procesach konsolidacji
pamieci [8]. Niektorzy autorzy podkreslaja jego znacze-
nie [9, 10], inni mu zaprzeczajg [11], jeszcze inni za$ sta-
rajg sie sprecyzowac, ktére elementy snu w sposéb decy-
dujacy uczestnicza w mechanizmach uczenia sie [12]. Ist-
niejg dane wskazujace, ze dla proceséw pamieciowych istot-
na jest aktywnos¢ hipokampa w zakresie czestotliwosci fal
theta podczas fazy REM [13]. Dlatego tez zrozumienie me-
chanizméw indukcji rytmu theta jest ciekawe i obiecujace,
nie tylko z czysto poznawczego, ale i aplikacyjnego punktu
widzenia.
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Przedmiotem niniejszej pracy jest istotne ogniwo lan-
cucha generujacego i regulujacego rytm theta — jadro
konarowo-mostowe nakrywki (PPN, pedunculopontine
tegmental nucleus), lezace w okolicy skrzyzowania gor-
nych konaréw mézdzku, ktérego aktywacja indukuje
[14, 15], natomiast dezaktywacja blokuje rytm theta [16].
W dotychczasowych badaniach potwierdzono udziat neu-
ronéw cholinergicznych, GABA-ergicznych i glutaminer-
gicznych jadra PPN w kontroli hipokampalnego rytmu
theta [14, 15, 17]. Struktura ta zawiera réwniez wiele pep-
tydéw neuromodulujacych, w tym tak zwang substancje
P (SP) [18, 19] — neuropeptyd o dziataniu depolaryzuja-
cym [20, 21], wykazujacy powinowactwo do receptoréw
tachykininowych, a zwlaszcza receptora NK1 [22]. Wy-
kazano udziat SP w procesach indukcji snu u cztowieka
(réwniez fazy REM [23]), a takze w regulacji rytmu theta
u krélika [24, 25]. Dane te sklonily autoréw niniejszej
pracy do proby wyjasnienia, jaki jest udziat SP jadra PPN
w regulacji rytmu theta.

B Material i metody

Doswiadczenia przeprowadzono na 11 szczurach,
samcach szczepu Wistar, ktérym po podaniu narkozy ure-
tanowej (1,2-1,6 g/kg i.p.) implantowano obustronnie
elektrody rejestracyjne do hipokampa oraz elektrode od-
niesienia i uziemienia nad opuszka wechowa. Nad PPN
nawiercano otwor do péZzniejszego wprowadzenia kaniuli
iniekcyjnej, przez ktérg podawano SP. Miejsca implan-
tacji elektrod rejestracyjnych oraz kaniuli okreslano na
podstawie atlasu mézgu szczura Paxinosa i Watsona [26].

Podczas ciaglej rejestracji hipokampalnego EEG
(za pomoca elektroencefalografu firmy Medikor i opro-
gramowania EEG-DigiTrack firmy Elmiko) zwierzeta po-
zostawaly pod narkoza. Rytm theta wywotywano stymu-
lacja sensoryczna, zaciskajac klamerke (przez 1 min) na
ogonie zwierzecia. Zwierzetom podawano jednostronnie
do PPN 0,5 ul rozpuszczalnika (woda odtlenowana lub
2-procentowy kwas askorbinowy), a nastepnie — 5 ug/
/0,5 ul SP.

Stosujac dyskretng transformate Fouriera, analizo-
wano 5-sekundowe prébki sygnatu EEG. U kazdego osob-
nika pobierano po 6-10 prébek z okreséw stymulacji czu-
ciowej przed iniekcja (norma osobnicza), po iniekcji roz-
puszczalnika oraz po iniekcji SP. Okre$lano maksy-
malng moc sygnatu EEG oraz odpowiadajaca jej czesto-
tliwo$¢ w dwoch pasmach czestotliwosciowych: theta
(3,1-6 Hz) i delta (1-3 Hz). Aby wyeliminowa¢ wplyw
r6znic miedzyosobniczych, moc wyrazono w procen-
tach normy osobniczej (% normy), a czestotliwo$é znor-
malizowano do 4 Hz. Tak uzyskane wyniki poddano
jednoczynnikowej analizie wariancji z faktorem czasu
(norma, 10 min po iniekcji rozpuszczalnika i 10, 20, 30,
40, 50, 60 min po podaniu SP), a nastepnie przeprowa-
dzano postwariancyjny test Tukey’a. Dane z obu hipo-
kampéw poré6wnywano za pomoca testu t-Studenta.

Po zakonczeniu doswiadczenh mézgi poddano stan-
dardowej procedurze histologicznej i okreslono miejsce
i zakres iniekcji SP.

Protokét doswiadczen zatwierdzita Lokalna Komisja
Etyczna przy Akademii Medycznej w Gdansku.

B Wyniki

Stymulacja czuciowa (ucisk ogona) w warunkach spo-
czynkowych powodowata indukcje rytmu theta w hipo-
kampie obu pétkul (ryc. 1, I panel). Iniekcje do PPN wody
odtlenowanej lub 2-procentowego kwasu askorbinowego,
ktére stosowano jako rozpuszczalniki SP, nie wplywaly
na przebieg tej reakcji (ryc. 1, I panel). Natomiast po jedno-
stronnej iniekcji 5 ug/0,5 ul SP do PPN nastapita wyrazna
zmiana w zapisie hipokampalnego EEG — zanik rytmu theta
i pojawienie sie fal delta, co wyrazato sie jako spadek mak-
symalnej mocy sygnatu w pasmie theta i wzrost maksymal-
nej mocy sygnatu w pasmie delta (ryc. 1, III panel).

Zmniejszenie maksymalnej mocy sygnatu w zakresie
fal theta bylo istotne statystycznie zaréwno po stronie
ipsilateralnej [F (7,358) = 17,69; p < 0,001], jak i kontrala-
teralnej [F (7,496) = 29,10; p < 0,001] do iniekgji (ryc. 2).
Wzrost mocy fal delta réwniez byl istotny statystycznie
w obu hipokampach [odpowiednio: F (7,365) = 9,85;
p < 0,0011iF (7,505) = 8,05; p < 0,001] (ryc. 2). Supre-
syjny wplyw SP na rytm theta ujawnil si¢ 10 minut po
iniekcji, gdy maksymalna moc sygnatu byta obnizona do
53,0 = 5,3% normy (przed iniekcja) w hipokampie ipsi-
lateralnym i do 46,3 = 5,6% — w kontralateralnym. Mak-
symalna moc sygnatu w zakresie fal delta wzrosta w tym
okresie do odpowiednio: 398,9 + 50,5% i 594,7 + 67,2%
normy (ryc. 2).

Mimo stopniowego wygaszania efektu SP (ryc. 1, IV
panel) istotny spadek mocy w pasmie theta utrzymywat
sie do konca rejestracji — 60 minut po podaniu SP para-
metr ten wynosil 74,0 + 5,5% normy po stronie ipsilate-
ralneji72,9 = 5,4% — po stronie kontralateralnej. Wplyw
SP na moc w pasmie delta byl krétszy i nieistotny juz po
30 minutach od iniekgji.

Podanie SP nie wplyneto istotnie ani na czestotliwosé
rytmu theta, ani delta (ryc. 2).

7 poréwnan miedzypoétkulowych wynika, ze wpltyw
SP na moc sygnatu EEG byt nieco silniejszy po stronie
kontra- niz ipsilateralnej w obu pasmach. W wypadku
rytmu theta réznica miedzy pétkulami byta istotna 20
minut po iniekcji, gdy maksymalna moc sygnatu zmala-
ta do 48,5 + 3,3% normy w hipokampie kontra- i do 60,7
+ 4,4% w hipokampie ipsilateralnym (p < 0,05). W pa-
$mie delta istotnos¢ réznic miedzypétkulowych stwier-
dzono 10 minut po podaniu SP, gdy maksymalna moc
sygnalu EEG wzrosta do 594,7 = 67,2% normy po stro-
nie kontralateralnej i do 339,0 = 50,5% po stronie ipsi-
lateralnej (p < 0,05).

Obserwowane efekty byly specyficzne dla PPN i nie
wystepowaly w wypadku iniekcji do struktur sasiadujacych,
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Rycina 1. Supresja hipokampalnego rytmu theta wywotywanego stymulacja czuciowg po jednostronnej iniekgji substancji P (SP) do jadra
konarowo-mostowego nakrywki (przyktadowy szczur poddany narkozie uretanowej; hipokamp ipsilateralny do iniekgji); FFT (fast Fourier
transform) — szybka transformata Fouriera
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Rycina 2. Obustronne zmniejszenie mocy sygnatu EEG w pasmie theta (3,1-6 Hz), wzrost mocy w pasmie defta (1-3 Hz) oraz brak zmian
czestotliwosci po jednostronnej iniekgji substancji P do jadra konarowo-mostowego nakrywki. Wyniki przedstawiono w postaci srednich
+ SE; *p < 0,05 w poréwnaniu zaréwno do normy przed iniekcja, jak i do wartosci po podaniu rozpuszczalnika; IPSI — hipokamp
ipsilateralny do iniekcji (n = 6); KONTRA — hipokamp kontralateralny do iniekcji (n = 8)

Bregma —7,04 mm

Bregma —7,80 mm

Bregma —8,00 mm

Rycina 3. Lokalizacja kaniul iniekcyjnych naniesiona na przekroje z atlasu moézgu szczura Paxinosa i Watsona (1986); @ lokalizacja w jadrze
konarowo-mostowym nakrywki; © lokalizacja jagdrem konarowo-mostowym nakrywki
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takich jak pole pozaczerwienne (area retrorubralis).
Na rycinie 3 przedstawiono lokalizacje efektywnych ka-
niul iniekcyjnych w PPN i nieefektywnej kaniuli, zloka-
lizowanej poza PPN.

B Dyskusja

Substancja P jest neuromodulatorem o dziataniu de-
polaryzujacym [20, 21] i oddziatuje poprzez receptory
tachykininowe NK, wykazujac najwyzsze powinowactwo
do receptor6w NK1 [22]. Obecno$¢ receptoréw NK1
w moézgu szczuréw stwierdzono na neuronach choliner-
gicznych [27], glutaminergicznych i GABA-ergicznych
[28]. Poniewaz wszystkie trzy typy komorek znajduja sie
w PPN, wydaje sie prawdopodobne, ze SP w PPN akty-
wuje zaréwno czynno$é cholinergiczng tego jadra (do-
datnio sprzezong z rytmem theta), jak i jego aktywnosé
GABA- i glutaminergiczng (ujemnie skorelowane z tym
rytmem). Trzeba jednak nadmienié, ze do tej pory nie
wykryto obecno$ci receptoréw tachykininowych w PPN.
Ponadto, endogenna SP obecna zar6wno w komérkach
cholinergicznych [18], jak i w niecholinergicznych PPN
[19] i uwalniana na zasadzie kotransmisji moze dodat-

B Streszczenie
Substancja P i hipokampalny rytm theta

kowo wplywaé na dzialanie postsynaptyczne gtéwnych
transmiter6w. Mimo ze trudno zidentyfikowac¢ sie¢ we-
wnetrznych neuronalnych potaczen w PPN, poprzez kté-
re dziala SP, to efekt tego dzialania jest jednoznaczny
— hamowanie rytmu theta i wzbudzanie aktywnoéci delta.

Z tego punktu widzenia interesujgce sg prace Kosin-
skiego i wsp. [24, 25], w ktérych SP podana do komér
mozgu krolikow torowata hipokampalny rytm theta. Gdy-
by pomina¢ réznice gatunkowe jako ewentualnie odpo-
wiedzialne za ten odmienny od uzyskanego w niniejszej
pracy wynik, mozna sadzi¢, ze wplyw SP na rytm theta
zalezy od specyfiki obwodu neuronalnego, w ktérym
dziala ten neuromodulator. Na poziomie PPN jest to
wplyw supresyjny.

B Wnhnioski

1. Otrzymane wyniki wskazuja na obecno$é recepto-
réw tachykininowych na neuronach jadra konarowo-
-mostowego nakrywki mézgu szczura.

2. Substancja P w jadrze konarowo-mostowym nakryw-
ki ma supresyjny udziat w regulacji hipokampalne-
go rytmu theta.

Wstep. Rytm theta — synchroniczna aktywnosé hipokampa rejestrowana podczas fazy snu REM, a w czasie czuwania poja-
wiajqca sie w stanach wzmozonej uwagi i w trakcie uczenia sie — regulujq struktury pnia mézgu, m.in. jqgdro konarowo-
-mostowe nakrywki (PPN). Celem niniejszej pracy bylo zbadanie udziatu substancji P (SP) — jednego z peptydéw neuro-
modulatorowych obecnych w PPN — w regulacji rytmu theta.

Material i metody. Na modelu szczuréw poddanych narkozie uretanowej badano wplyw jednostronnego podania SP (5 ug/
10,5 ul) bezposrednio do PPN na rytm theta indukowany stymulacjq sensorycznq (ucisk ogona). Analizowano maksymalng
moc i odpowiadajqcq jej czestotliwosé w dwdch zakresach czestotliwosciowych sygnatu EEG: theta (3,1-6 Hz) i detla (1-3 Hz),
przed i po podaniu SP.

Wyniki. Domdzgowa iniekcja SP powodowala blokowanie rytmu theta i nasilenie aktywnosci w pasmie delta. Po 10 minu-
tach od iniekcji SP maksymalna moc sygnatu EEG w pasmie theta zmalala do 53,0 £ 5,3% wartosci wyjsciowej przed
iniekcjq w hipokampie ipsilateralnym i do 46,3 * 5,6% — w hipokampie kontralateralnym. Maksymalna moc sygnalu
w zakresie fal delta wzrosla jednoczesnie do (odpowiednio) 398,9 * 50,5% i 594,7 * 67,2%. Efekt ttumienia rytmu theta
utrzymywal sie przez 60 minut, natomiast nasilona aktywnosc¢ w zakresie fal delta — przez 20 minut. Iniekcja SP nie wply-
nela istotnie na czestotliwos¢é w badanych pasmach.

Whioski. 1. Uzyskane wyniki wskazujq na obecno$¢ nieopisanych dotqd receptoréw tachykininowych w PPN. 2. Wyniki te
swiadczq o supresyjnym udziale substancji P jadra konarowo-mostowego nakrywki w regulacji hipokampalnego rytmu theta.

Stowa kluczowe: EEG, neuromodulacja, system tachykininowy, regulacja rytmu theta
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