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Preparat skrawka hipokampa swinki morskiej
in vitro w badaniach neurofizjologicznych

Streszczenie

_ Metoda rejestracji aktywnosci _bioelektrycznej ze skrawkow mozgu ssa-
kow inkubowanych in Vitro,jrozwinigta szczegolnie w ostatnich_latach,
Eozv,volﬂa na znaczne poszerzenie wiedzy na temat wkasnosci pojedynczych
omorek nerwowych. Przedstawiono szczegotowo metode_ preparowania skraw-
kow hipokampa Swinki morskiej 1 sposob ich Inkubacji. Mozliwosci, jakie
daje stabilna rejestracja, tlustruje wyniki badai nad dhugotrwadymi
ﬁglanar_nl przekaznictwa Synaptycznego oraz jego farmakologicznymi modyfi-

cjami.

Badania mikroelektrodowe aksondw olbrzymich mgtwy oraz preparatow
nerwowo-miesniowych i motoneurondw rdzenia kregowego ssakow przeprowa-
dzone w latach piecdziesigtych i szeSédziesigtych dostarczydy podstawo-
wych danych dotyczacych wkasnosci blony komorkowej neuronu, jak rowniez
przekaznictwa synaptycznego w obwodowym ukdadzie nerwowym i rdzeniu
(Eccles, 1968; Katz, 1967).

Prowadzone réwnoczes$nie badania aktywnosci bioelektrycznej mdzgu
ssakow ¥acznie z zastosowaniem technik histologicznych i anatomicznych
pozwolidy na okreSlenie budowy 1 funkcji szeregu struktur mozgowych
oraz pokaczen miedzy nimi. Badania in vivo nie mogg jednak dostarczyc
wyczerpujacych informacji na temat wielu zagadnien dotyczacych wkasnosci
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pojedynczych neuronow 1 pokgczen synaptycznych. W przypadku pojedynczych
komdrek nerwowych mozgu gkdwnym ograniczeniem jest niewystarczajgca sta-
bilnoSC rejestracji aktywnosci bioelektrycznej, poniewaz pulsacja naczyn
tetniczych oraz ruchy oddechowe zwierzecia ograniczajg znacznie czas
trwania zapisu wewngtrz- i zewngtrzkomorkowego.

Zastosowanie techniki skrawkow mozgu inkubowanych in vitro bydo pod-
stawg znacznégo postepu w badaniach neurobiologicznych na poziomie ko-
morkowym w ostatnich latach. Skrawek, utrzymywany w odpowiednim Srodo-
wisku wykazuje aktywnosC bioelektryczng zblizong do obserwowanej in vivo.
Oprécz duzej stabilnoSci rejestracji, drugg istotng zaletg tego prepara-
tu jest mozliwoS¢ dowolnej manipulacji skdadem phynu miedzykomdrkowego.
Inne zalety preparatu skrawka to mozliwoSC umieszczania mikroelektrod
pod kontrolg wzrokowag, brak wpkywu anestetykow na tkanke oraz mozliwo$¢
badania grup neuronow w izolacji od innych czesci mézgu. Nie nalezy jed-
nak oczekiwaé, ze preparat in vitro przejawia whasnosci identyczne, jak
tkanka nienaruszona.

W niniejszym opracowaniu pominieto szczegody dotyczace aparatury
do stymulacji elektrycznej i rejestracji aktywnoSci preparatu, ktdra
stanowi podstawowe wyposazenie pracowni elektrofizjologicznej. Nie jest
tu rowniez mozliwe opisanie rozmaitych sposobow przygotowania skrawkow,
jJakie podano w literaturze z ostatnich lat. Stosuje sie preparaty kory
mozgowej (Richards 1 Mclllwain, 1967), prazkowia i przegrody (Miller,
1981), podwzgorza (Hatton 1 wsp., 1980), mozdzku (Llinas 1 Sugimori,
1980) oraz pnia mozgu (Henderson i wsp., 1982). Jednakze ogromna wie-
kszo$¢ badar, wykonanych technika skrawkéw dotyczy hipokampa (Schwartz-
kroin. 1975).

Hipokamp, filogenetycznie stara czeSC kory mozgowej, stanowigca
wyraznie wyodrebniong, obstronnie symetryczng strukture przypominajaca
litere C, zwinietg wokét dolnego rogu komory bocznej mozgu, jest szcze-
golnie dogodny do badar ze wzgledu na specyficzng budowe cytoarchitek-
toniczng. Ukdad warstwowy oraz znaczna homogenno$C (96 - 98% wszystkich
neuronéw hipokampa stanowig komorki piramidowe 1 grantlame, Buzsaki
I Eidelberg, 1982) ukatwiajg znacznie precyzyjne umiejscowienie mikro-
elektrod. Ponadto trdjsynaptyczny wewnetrzny obwéd neuronalny hipokampa
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przebiega w plaszczyznie prostopadkej do dhugiej osi hipokampa, co pozwa-
la na zachowanie go wewngtrz skrawka w nienaruszonej postaci (Andersen
1 wsp., 1971) (rye. 1).

Do inkubacji skrawka stuzy phyn o nastepujacym skdadzie: 124m,
NaCl, 5mM KC1, 2mM CaCl2> 2mM MgS04, 1.25mM NaH2PO4, 26mM NeHOO-j, 10mV
glukoza, przedmuchiwany mieszaning 95% 02, 5H C09 (karbogen).

Skrawki preparowano, stosujac zmodyfikowang metode Schwartzkroina
(1981). Do przygotowania skrawkow najlepiej nadajg sie Swinki morskie
0 wadze 300-450 g. KoSci czaszki zwierzat mniejszych sg kruche, nato-
miast czaszka zwierzgt wiekszych jest twarda, co przysparza trudnosci
w preparowaniu. Swinke zabija sie silnym uderzeniem w szyje tuz za
glowg, co powoduje przerwanie rdzenia Kkregowego,a nastepnie dekapituje
przy pomocy duzych nozyczek i skalpela chirurgicznego. Z kolei skalpe-
lem przecina sie skdre na czaszce wzdbuz linii Srodkowej, po czym;wpro-
wadziwszy jedno z ostrzy nozyczek do: wnetrza poprzez otwor wielki
czaszki, rozcina sie jgwzdhz linii Srodkowej. Nozyczki nalezy prowadzic
jak najbardziej roéwnolegle do powierzchni czaszki, aby nie uszkodzié
mbzgu. Przy pomocy damacza kosci lub duzej pensety wykamuje sie nastep-
nie kosci czaszki, co prowadzi do odstoniecia grzbietowej powierzchni
pohkul mézgu. Kolejny krok obejmuje wyjecie mozgu z czaszki poprze”
podwazenie go przy pomocy zakrzywionej szpatudki., odciecie opuszek wecho-
wych, nerwdw czaszkowych oraz pnia ponizej mozdzku (rye. 1). Mozg w ca-
fasci nalezy przenies¢ do szalki Petriego wypednionej phynem inkubacyj-
nym, aby ophukaC go z krwi. Wskazane jest zanurzenie mézgu w phynie
oziebionym, co spowalnia metabolizm neurondw i ogranicza niekorzystne
skutki niedotlenienia w czasie preparatyki. Nastepnie umieszcza sie
mozg na bibule zwilzonej pkynem inkubacyjnym, powierzchnig grzbietowg
do dohu. Odciggajac do gory pien mozgu wraz z mdzdzkiem oddziela sie
jedng z pétkul, plaska szpatulka naciskajac w dét na phat skroniowy ko-
ry, co uwidocznia przySrodkowg i brzuszng czes¢ hipokampa. Szpatukke
wprowadza sie glebiej do $wiatda trzeciej komory mézgu 1 odcina podku-
le od pnia i mézdzku. Nastepnie szpatulke wprowadza sie do Swiatda ko-
mory bocznej, pomiedzy kore mézgowg a grzbietowg powierzchnie hipokampa,
odcina pokaczenia na obu koncach hipokampa, podwaza i oddziela od kory.
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Po optukaniu w ochdodzonym phynie inkubacyjnym, hipokamp przenosi sie na
szpatudce na pokryty warstwg agaru stolik przyrzadu do ciecia skrawkow.

WWygodne w uzyciu,lecz drogie sg przyrzady pétautomatyczne Sorvall
lub Mclllwain z regulowang sidg ciecia. Wystarczajacy jest jednakze przy-
rzad mozliwy do wykonania w warunkach warsztatowych, skkadajacy sie ze
stolika, na ktérym umieszcza sie cietg tkanke, przesuwanego przy pomocy
Sruby mikromdtrycznej z dokkadnoscig do 10 Jn oraz ramienia z uchwytem
do mocowania zyletki, stuzacego do ciecia, poruszajgcego sie w plaszczyz-
nie prostopadtej do powierzchni stolika.

Na ogdt skrawki odcina sie prostopadle do dhugiej osi hipokampa, cho-
ciaz niekiedy zalecany jest obrot o 25-45° w celu zachowania okre$lonych
pokaczen synaptycznych (Andersen i1 wsp., 1971). Pierwszym cieciem oddzie-
la sie jeden z koncow hipokampa, nastepnie zas odcina skrawki o Zadanej
grubosci, 350-500 um. W cienszych skrawkach pozostaje niewiele nienaru-
szonych neurondw, poniewaz uszkodzenia spowodowane cieciem siegajg do
100 Nm od powierzchni. W skrawkach grubszych natomiast dochodzi do ne-
kroz w czesci Srodkowej, gdzie nie dociera wystarczajaca ilos¢ tlenu
w czasie inkubacji (Yamamoto 1 Mclllwain, 1966). Z jednego hipokampa
mozna wykona¢ do ok. 10 skrawkéw. Skrawek po odcieciu pozostaje na ostrzu
zyletki, skad zdejmuje sie go miekkim pedzelkiem lub przy pomocy strumie-
nia pkynu inkubacyjnego ze strzykawki. Nastepnie zakraplaczem o szerokim
otworze przenosi sie skrawki do komory, wypeinionej phynem inkubacyjnym
przedmuchiwanym’karbogenem. Skrawki spoczywajg tam w osobnych przedzia-
fach zanurzone w phynie, mieszanym przy pomocy mieszadka magnetycznego
w temperaturze pokojowej. Pojedyncze skrawki sg nastepnie przenoszone do
doswiadczalnej (rejestracyjnej) komory inkubacyjnej. Preparatyka nie po-
winna trwa¢ dbuzej niz 5 minut.

Rozwigzanie komory shuzacej do rejestracji aktywnosci bioelektrycz-
nej zalezy od potrzeb i mozliwosci danej pracowni. W pracowni autora
jest uzywana komora wykonana z plexi, skfadajaca sie z przedziatu, w
ktorym pomiedzy dwoma siateczkami nylonowymi umieszcza sie skrawek, oraz
z zewnetrznej termostatowanej 4azni wodnej (ryc. 2). Przedziat skrawka
wykonany jest w formie zamknietego od dotu cylindra o $rednicy 1,5 cm
I wysokosci 1,7 on. Do przedziatu skrawka wpkywa od dodu phyn inkuba-
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2. Schematyczny przekréj komory do rejestracji aktywno-
Sci_bioelekt Pz/nejy Erawkowjmoz uryl - przédua% Jw ktg¥ywm

Bomledzy dwoma siateczkami nylonowyml znajduje sie skrawek;
dolna cze$¢ przedziatu skrawka z_ dop¥ywem phynu inkuba-
cyjnego, elektrode odn|e3|en|a I czujnikiem temperatury; 3 -
¥aznia wodna; 4 - p+dynu inkubacyjnego; 5 - odsysanle
phynu 1 Jnkubacy nego 6 phyw karbogenu; 7 - korcdiwka mikro-
mahipulatora Z zamocowana_ mlkroelektrodq wprowadzong do skraw-
ka; 8 - oSwietlenie; 9 - elementy grzejne

cyjny, jego nadmiar jest" odsysany od gory przez cienki wezyk poaczony

z pompkg wodng. Ruchome umieszczenie odsysania pozwala na regulowanie
poziomu phynu ponad gorng powierzchnig skrawka (zazwyczaj 1-1,5 mm).

W przedziale skrawka znajduje sie ponadto chlorosrebrowa elektroda od-
niesienia ukfadu rejestracji elektrycznej oraz miniaturowy czujnik ukka-
du regulacji temperatury. Woda znajdujaca sie pomiedzy zewnetrznymi Scian-
kami mkomory a przedziakem skrawka jest ogrzewana, tak aby zapewni¢ zada-
ng temperature wewngtrz przedziatu skrawka (34-36° C z dokkadnoscig do
0,2° C). Rurka doprowadzajaca phyn inkubacyjny przebiega przez ¥aznie,
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co ukatwia jego ogrzanie. Ponad powierzchnie phynu w przedziale skrawka
jest kierowany nadmiar nawilzonego karbogenu, przedmuchujgcego pyn in-
kubacyjny w butli, skad jest dostarczany do komory rejestracyjnej. Butla
ta znajduje sie ok. 70 cm powyzej komory. Predko$¢ przephywu grawitacyj-
nego ustala sie przy pomocy zacisku na 1,5-3,0 ml/min, mozliwe jest tak-
ze zastosowanie pompy perystaltycznej, zapewniajacej przephyw precyzyj-
nie regulowany. Do wykonania pokgczen nadajg sie weze z jednorazowych
zestawow infuzyjnych.

Istnieje mozliwoSC podawania zwigzkow farmakologicznie czynnych do
phynu inkubacyjnego przy pomocy pompy infuzyjnej, pomiedzy pojemnikiem
z phynem a komorg rejestracyjng.

Unieszczenie komory rejestracyjnej na podwyzszeniu umozliwia oSwie-
tlenie preparatu od dodu, wygodne jest jednoczesnie zastosowanie oSwie-
tlenia od gory, Wskazane jest zastosowanie osSwietlaczy Swiatdowodowych.

Go skrawka umieszczonego w komorze rejestracyjnej wprowadza sie
mikroelektrody stymulujace 1 rejestrujgce pod kontrolg wzrokowg w mi-
kroskopie stereoskopowym. W czasie pierwszej godziny po wypreparowaniu
skrawki nie wykazujag reaktywnosci elektrycznej. Jest to spowodowane
prawdopodobnie zmiana Srodowiska neurondw oraz urazem (Schwartzkroin,
1981).

Istnieje szereg wariantdw wykonania elektrod stymulujacych. Do sty-
mulacji jednobiegunowej mozna stosowaC elektrody wykonane z drutu wol-
framowego o Srednicy 0,2 mm, zaostrzone elektrolitycznie lub w plomieniu
palnika gazowego i izolowane lakierem lut szklem, Srednica konca elektro-
dy powinna wynosi¢ ok. 10 jm. Na ogdt stosuje sie elektrody o odizolo-
wanym koricu na ddugosci 0,2-0,3 mn. Gdy warunki doswiadczalne wymagaja
stymulacji niewielkiego obszaru tkanki, ddugo$C odcinka odizolowanego
powinna by¢ znacznie mniejsza.

Do rejestracji najczesciej stosuje sie mikroelektrody szklane, wy-
konywane z kapilar przy pomocy wyciagarki do mikroelektrod. Do pomiardw
zewngtrzkomérkowych stosuje sie mikroelektrody o Srednicy konca 2-3 un
i opornosci 5-10 Mohm, wypednione 4 M NaCl. Pomiar wewngtrzkomorkowy wy-
maga zastosowania mikroelektrod o Srednicy kofca wynoszacej 0,4-0, 91 opor-
nosci 30-80 Mohm, wypednionych 3 M roztworem octanu potasu. Do wykonania
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mikroelektrod najlepsze jest szkdo borokrzemowe, a do rejestracji poza-
komérkowej mikroelektrody o zadowalajacych parametrach mozna wykonaé
z nieheparynowanych kapilar do hematokrytu.

Do zamocowania 1 umieszczania mikroelektrod w preparacie stuzg mikro-
manipulatory, zapewniajace dok#adnoS¢ przesuwu o kilka mikrometréw.
Rejestracja wewngtrzkomdrkowa wymaga przemieszczenia mikroelektrody
wzchuz jej oSi z dokdadnoScig 1 jjm.

Dzieki charakterystycznej "lamellarnej™ budowie hipokampa skrawek
0 grubosci 300-500 jjm wykonany poprzecznie do chugiej osi hipokampa
zawiera czteroelementowg petle neuronalng (rye. 1) (Andersen, 1971):
szlak perforujacy z kory entorinalnej do zakretu zebatego, whdkna mszys-
te,czyli aksony komorek granularnych zakretu zebatego tworzace synapsy
na dendrytach apikalnych neuronéw piramidowych pola CA3, kolaterale
Schaffera pochodzace z aksondw neuronow CAL, tworzace synapsy na dendry-
tach apikalnych neuronow piramidowych pola CAl,oraz aksony tych ostat-
nich, biegngce do kory entorinalnej. Przeprowadzone do$wiadczenia doty-
czyly neurondw piramidowych pola CAL. Ciata tych komorek znajdujg sie
w stratum pyramidale, za$ monosynaptyczne szlaki aferentne tego rejonu
to oprocz kolaterali Schaffera biegngcych w stratum radiatum takze wAok-
na komisuralne, pochodzace z kontralateralnego hipokampa, tworzace
synapsy na dendrytach apikalnych w stratum radiatum 1 bazalnych w stra-
tum oriens. Aksony neurondw CAl przebiegaja w alveus.

Stymulacja whokien aferentnych w str. radiatum Iub str. oriens po-
woduje pobudzenie pokaczen monosynaptycznych na dendrytach apikalnych
1 bazalnych komérek piramidowych pola CAl hipokampa. Powstate potencja-
ty pokowe mozna rejestrowaC mikroelektroda pozakomérkowg. Przy skabej
stymulacji w warstwie synaptycznej rejestruje sie fale ujemna, ktdrej
polaryzacja zmienia sie w warstwie ciat komorek nerwowych. Sygnat ten
nosi nazwe ‘'‘pozakomorkowego zbiorczego EPSP" (Lomo, 1971); jest on wywo-
fany przepkywem pradow zwigzanych z generacjg potencjatdw postsynaptycz-
nych. Silniejsza stymulacja wywotuje potencjat o zblizonym przebiegu,
lecz z nakkadajaca sie nan szybka falg dodatnig w warstwie dendrytdw,
zmieniajaca polaryzacje w warstwie ciat komorek, noszaca nazwe "“'poza-
komérkowego zbiorczego potencjatu czynnoSciowego™ (Lomo, 1971). Zbiorczy
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potencjat czynnosciowy powstaje w wyniku synchronicznych wyfadowan igli-
comych wielu neurondw. Przykdad typowego potencjatu polowego, rejestro-
wanego w str. pyramidale przedstawia ryc. 3 A. Potencjaty wywokane o po-
dobnym przebiegu mozna rejestrowaC rowniez w polu CA 3 i zakrecie zeba-
tyn przy stymulacji odpowiednich monosynaptycznych szlakow aferentnych.

Rejestracja wewngtrzkomorkowa z neurondw piramidowych |CAL przy ska-
bej sile stymulacji pozwala na zapis pobudzeniowych potencjatdw postsy-
naptycznych (EPSP). Przy wiekszej sile bodzca depolaryzacja osigga war-
tos¢ progowg 1 wywotuje potencjat czynnoSciowy (ryc. 3 B). Przy warto$-
ciach potencjatu spoczynkowego neuronu powyzej -60 mV oprocz dodatniej
fali EPSP obserwuje sie pdzniejsza, ujemna fale hamulcowego potencjatu
postsynaptycznego (IPSP).

Przekaznictwo w synapsach na neuronach hipokampa wykazuje kilka zja-
wisk tzw. wzmocnienia postaktywacyjnego, polegajacego na wzroscie ampli-
tudy odpowiedzi na pobudzenie wAokien presynaptycznych w wyniku stymula-
cji o odpowiednich parametrach. Zjawiska krétkotrwate, prowadzace do
wzrostu wydajnosci przekaznictwa synaptycznego w czasie setek
milisekund do kilku minut,sg zblizone do obserwowanych w synapsach ob-
wodowych (Racine 1 Milgram, 1983). Szczegélne zainteresowanie wzbudzito
natomiast dugotrwate wzmocnienie przekaznictwa synaptycznego (ang. long-
-term potentiation. LTP) odkryte w hipokampie w r. 1973 (Bliss 1 Lomo,
1973). LTP przejawia sie trwajacym in vivo do kilku tygodni wzrostem
wydajnosci przekaznictwa w synapsach na wkdknach nerwowych poddanych sty-
mulacji serig bodzcow o czestotliwosci tezcowej. Szczegdlne whasciwosci
LTP powodujg, ze zjawisko to jest atrakcyjne z punktu widzenia teoretycz-
nych modeli proceséw uczenia sie 1 pamieci. Znamy rowniez szereg wy-
nikow doswiadczalnych, wskazujacych na mozliwoSC uczestniczenia procesow
podobnych do LTP w warunkowaniu.

Na temat LTP istnieje obszerna literatura (przeglad: Teyler i DiScen-
na, 1987)j przy czym wskazuje sie na udziat mechanizméw pre® 1 postsynap-
tycznych. Zastosowanie analizy statystycznej rozkkadu amplitud pobudze-
niowych potencjatéw postsynaptycznych (EPSP) umozliwia okreSlenie loka-
lizacji zmian w procesie przekaznictwa synaptycznego, odpowiedzialnych
za wzrost jego wydajnosci (Voronin, 1979). Wedhug hipotezy kwantowej
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. 3._Typowe potencjaty rejestrowane w str. pyramidale w od-
powiedzi na stymulacje wAokien aferentnych. A:_potencjat poto-
Wy (zapis zewnatrzkomorkowy), _natozenie 10 pojedynczych prze-
biegow z silnie zaznaczonym zbiorczym potencjatem czynnoScio-

Wym:

B: zapis_wewngtrzkomérkowy, natozenie 10 przebiegow. Widoczne

pobudzeniowe potencjaty postsynaptyczne (EPSP), dwa EPSP o

najwiekszej amplitudzie wywokuja potencjaty czynnosciowe.

W poczatkowej czesci obu _rzeblegow_znajdu+e sie sygnat_kali-
bracyjny 10 nV, strzakki oznaczajg artetakt stymulacji



przekaznictwa synaptycznego, amplituda potencjatu postsynaptycznego jest
catkowitg wielokrotnoScig Sredniej amplitudy tzw. jednostkowego EPSP, po-
wstadego w wyniku uwolnienia pakietu (kwantu) czasteczek neuroprzekaznika
przez element presynaptyczny. Srednia amplituda potencjatu postsynap-
tycznego jest iloczynem Sredniej zawartosci kwantowej m;czyli liczby
uwolnionych kwantéw i wielkosci kwantu v, odpowiadajacej amplitudzie
jednostkowego EPSP Jezeli po zmodyfikowaniu procesu przekaznictwa wzrasta
warto$¢ parametru m, Swiadczy to o zmianach presynaptycznych; zmiany war-
tosci parametru v majg na ogdt charakter postsynaptyczny.

W celu wykonania analizy statystycznej rozk#adu amplitud potencja-
fow postsynaptycznych po indukcji LTP rejestrowano 70-100 pojedynczych
przebiegow kontrolnych 1 w 15-55 min. po zastosowaniu stymulacji tezco-
wej. Analize prowadzono wecug dwoch metod (Hess 1 wsp., 1987). Wykaza-
no, ze za wzrost Sredniej amplitudy potencjatu postsynaptycznego po in-
dukcji LTP odpowiada gkdwnie zwiekszenie Sredniej liczby uwalnianych
kwantow m, a wiec mechanizm presynaptyczny (Voronin i wsp,, 1987). W do-
Swiadczeniu zilustrowanym na ryc. 4 duzy wzrost Sredniej amplitudy EPSP
w okresie 15-30 minut po zastosowaniu stymulacji tezcowej nastgpit wy-
¥acznie na skutek wzrostu wartosci m przy niezmienionym v. Swiadczy o
tym przesuniecie histogramu w prawo, ku wigkszym wartosciom amplitud,
bez zmian odleghoSci pomiedzy szczytami, odpowiadajacej amplitudzie
Jjednostkowego EPSP.

WSroéd proceséw regulujacych aktywno$¢ komorek nerwowych szczeg6lne
znaczenie ma fosforylacja biakek. Istotng role w mechanizmie ddugo-
trwatego wzmocnienia przekaznictwa synaptycznego przypisuje sie aktywa-
cji kinazy biatkowej C (De Graan 1 wsp., 1986). Enzym ten odgrywa kluczo-
wg role w transdukcji sygnakdw, dostarczanych przez hormony, neuroprze-
kazniki i czynniki wzrostowe, ktdre aktywujg rozne funkcje metaboliczne
i proliferacje (Nishizuka, 1984). Estry forbolu, zwigzki aktywujace ki-
naze C, wywokujg w skrawkach hipokampa efekty wzmocnienia przekaznictwa
synaptycznego podobne do LTP (Malerka i wsp., 1986). Wyniki uzyskane
przez autora potwierdzajg te hipoteze. Pod wpdywem podania 2 pM 12, 13-
dwuoctanu  forbolu w phynie inkubacyjnym, w czasie pierwszych 20 min.
nastgpit silny wzrost amplitudy rejestrowanych potencjatow (ryc. 5).
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Ryc. 4. A, B:_Doswiadczalne (stupki) 1 teoretyczne (krzywe kropkowane)
rozkkady amplitud pobudzeniowych potencjatow postsynaptycznych przed
i po indukcji_ddugotrwatego wzmocnienia przekazniCtwa Synaptycznego

)
Podano wartosci $redniej amplitudy EPSP (E), Sredniej liczby uwalnianych

kwantéw neuroprzekaznika (m) i wielkosci kwantu (V)
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T CM:nIM3

Ryc. 5. Wpkyw estru forbolu na amplitude potencjatu potowego
A> stynulacja w str.. radiatum, strzatka pusta oznacza kontrol-
ng §tymulac1? tezcowg, gruba pozioma linia okreSla_czas poda-
wania” estru forbolu. Powtérna _stymulacja tezcowa nie wywolata
dalszego wzrostu amplitudy rejestrowanego sygnatu.

B: stymulacja w str. oriens

Stymulacja tezcowa w str. radiatum w obecnosci estru nie powodowata dal-
szego wzrostu, w przeciwienstwie do kontrolnej stymulacji tezcowej.
Zwiekszona amplituda rejestrowanego sygnatu utrzymywaka sie co najmniej
120 min. po zaprzestaniu podawania estru, kiedy zakonczono doSwiadcze-
nie.
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Technika skrawkow mozgu inkubowanych in vitro stata sie czesto stoso
wanym narzedziem badawczym w neurofizjologii, neurofarmakologii 1 bio-
chemii moézgu. SzczegOlnie istotna jest mozliwoS¢ stosowania w tym samym
preparacie manipulacji farmakologicznych 1 elektrofizjologicznych. Wyda-
jJe sie, ze z uwagi na swoje zalety, warta jest upowszechnienia 1 szersze
go niz obecnie zastosowania w kraju.
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Ikerox Xecc

Mepexusanluue cpess runnokamna
B HGMDOMSMOHOFMLIGCKMX WCCNENoBannax

Pesnne

Mepexnsanuue cpess wo3ra ABAANTCA YZ06HOW WOLEnbE NA
WCCNELoBAKUA AEATENbHOCTH NO3TA NAGKONHTARLUX HA KNETOYHON
yposHe. TpeunyLectsa 3TOT0 HETOAA 3TO BO3NOKHOCTbL MEHATL CO-
CTAB CPefy, ONHBAWLEH Cpess, OTCYTCTBUE NynbCaUWh TKAHA, CBA-
3AHHOM € aKCNepANERTANN N VIVO 1 KOHTPONL WaKumyAALUU WH-
Kpo3nekTpogawu noCpegcTaom wukpockona. Mcnonb30Banue TEXHUKU
NepeKuBanUNX CPE30B No3ra obecneynsaeT BOIHOKKOCTb AAUTENs-
KOTO BHYTPAKNETOYHOTO OTBEAEHNA INEKTPUYECKON aKTHBHOCTH Heldl-
POHOB. (0CO6EHHO Cpe3s runnokauna nNpuHBAEKANT BHUNAHWE WHOTHX
hecneposatenei. Onucak WeTO] W3TOTOBNEHUA W WHKyOauuun cpesos
runnokawna. Takke NpejCTABAEHH HEKOTOPHE PE3ynbTaTs, MNOAYYeH-
Hoe MpH WCNONb30BAKNN BHE- W BHYTPUKNETOYHOTO OTBEAEHAA U3
HeipOKOB runmoKamna, Kak BAWAHAE 3CTPOB GopbonbA Ha CuKanTH-
YeCKyO nepegavyy w KBAWTOBHI aKanus [JOATOBPENEHHOA noTeHyWa-
LMW 3TOI nepejavn.
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THE HIPPOCAMPAL SLICE IN VITRO IN NEUROPHYSIOLOGICAL RESEARCH
Summary

The isolated brain slices have been accepted as an useful prepara-
tions to investigate the function of mammalian brain at the cellular
level. The advantages of the technique include control over the environ-
ment of the neurons, absence of pulsation of the tissue which accompa-
nies in vivo experiments and visual control over the placement of elec-
trodes. The technique offers a possibility of long-term stable intracel-
lular recordings of bioelectrical activity. Particular interest has been
focused on slices prepared from hippocampus. In the paper, the method
of slicing and incubation of the hippocampus from guinea-pig Is descri-
bed. In addition, some results obtained with extra- and intracellular
recording, including the influence of phorbol esters on synaptic trans-
mission and quantal analysis of long-term potentiation of the trans-
mission are presented.



