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Sammendrag

Organofosfater er en gruppe forbindelser som bl.a. benyttes i landbruket som
pesticider, og av enkelte land til militære formål som nervegasser. Eksponering
til organofosfater hemmer acetylkolinesteraseenzymet. Dette fører til en økt
aktivering i alle kolinege synapser. Eksponering til høye konsentrasjoner kan
føre til utvikling av nevrotoksiske skader i hjernen. Antakelig er økt frisetting av
nevrotransmitteren glutamat, som en følge av kolinerg aktivering av glutamaterge
nevroner, en viktig for årsak til de eksitotoksiske skadene som er observert
etter nervegass forgiftning. I denne oppgaven har jeg studert in vitro frisetting
av 3H-glutamat og endogene aminosyrer fra hippokampusskiver etter soman
eksponering både in vitro og in vivo. Resultatene ble sammenliknet med in vivo
studier av nevrokjemiske forandringer etter systemisk administrasjon av soman
utført av andre grupper, for å fastslå om in vitro metoder kan benyttes som et
modellsystem for å studere interaksjonene mellom kolinerge og glutamaterge
nevroner i hippokampus ved organofosfat-forgiftning. I tillegg ble effekten på
adferd og hippokampal EEG studert etter in vivo mikroinjeksjon av soman direkte
i hippokampus studert.

Følgende resultater og funn er gjort under gjennomføring av denne oppga-
ven:

� Jeg etablerte en in vitro metode for å studere effekten av organofosfater på
interaksjoner mellom det kolinerge nervesystemet og nerveceller som be-
nytter eksitatoriske aminosyrer i skiver av hippokampus fra marsvin. Resul-
tatene fra dette arbeidet viser at denne metoden ikke er en god modell for
slike eksperimentelle studier.

� Det ble i oppgaven klart vist at både KCl og elektrisk felt stimulering
frisetter 3H-glutamat og at denne frisettingen er avhengig av Ca2

�

-ioner.
Frisettingen kunne ikke hemmes fullstendig ved å fjerne Ca2

�

-ioner i buffer,
noe som tyder på at en del av frisettingen av 3H-glutamat antakelig er
uspesifikk fra ikke-nevronale lager.

vi



SAMMENDRAG vii

� Soman endrer ikke frisettingen av verken 3H-glutamat eller endogene
aminosyrer. Årsaken til dette er ukjent og overraskende på bakgrunn av den
kolinerge innerveringen av glutamaterge nevroner i hippokampus. Det er
dog gjort funn som tyder på at soman gir enkelte signifikante endringer i
frisettingen av endogene aminosyrer, men det er ikke avdekket et klart bilde
av hvilke vesentlige endringer i frisettingen av aminosyrer som skjer under
varierende grad av stimulering.

� Elektrisk stimulering fører i motsetning til kjemisk stimulering med KCl,
ikke til frisetting av endogene aminosyrer fra marsvin hippokampusskiver
ved stimuleringsfrekvenser opptil 20 Hz.

� Preinkubering av hippokampusskiver i buffer med soman førte til frekvens
avhengig ACh-frisetting ved in vitro elektrisk stimulering i samme fre-
kvensområde som ble benyttet til å studere frisetting av 3H-glutamat ved
soman perfusjon.

� Jeg utviklet en in vivo metode for mikroinjeksjon av soman i hippokampus
hvor både vevsdistribusjonen av soman (AChE-inhibisjon) og graden av
endringer i nevrotransmitter frisetting kunne måles. Dette gjør det enkle-
re å måle effekter av soman i CNS uten at det oppstår forgiftning som gir
perifere symptomer.

� In vivo mikroinjeksjon av 10 nmol soman i hippokampus kan gi EEG
og adferdsendringer som er svært lik de endringer som er observert etter
systemisk administrasjon av toksiske doser soman. Kun mindre kortvarige
effekter ble observert etter mikroinjeksjon av 1 nmol soman.

� Ved in vivo mikroinjeksjon av 1 nmol soman i hippokampus kan soman
diffundere ut av hippokampus og redusere AChE-aktiviteten i områder i de
nærliggende hjernestrukturer.

� In vivo mikroinjeksjon av soman i hippokampus ga ingen entydig effekt på
på theta- og LIA-aktivitet i hippokampus. Det er gjort funn som tyder på
at soman gir enkelte signifikante endringer av theta- og LIA-aktivitet, men
det er ikke avdekket et klart bilde av hvilke vesentlige endringer som skjer
under somaninjeksjon i hippokampus.

� Etter in vivo mikroinjeksjon av soman i hippokampus, var det en klar økning
i in vitro frisetting av ACh fra hippokampusskiver nær injeksjonsstedet.
Acetylkolinesterase og buturylkolinesterase aktivitetene var også kraftig re-
dusert i hippokampusskiver hvor det ble målt høy ACh-frisetting. Den økte
frisettingen av ACh er et uttrykk for redusert nedbrytning av ACh. Det ble
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ikke observert en tydelig effekt på frisetting av endogene aminosyrer fra
hippokampusskivene.

� Totalinnholdet av glutamat, glutamin og alanin i hippokampusskiver rundt
injeksjonsstedet, økte etter in vivo mikroinjeksjon av soman i hippokampus.
Årsaken til denne økningen er ikke fastslått. Det ble kun målt små endringer
i GABA og aspartat nivåene.



Forkortelser

ACh Acetylkolin
AChE Acetylkoline esterase
Ala Alanin
AMPA α-amino-3- hydroxy-5-metyl-4-isoxazoleproprionate
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Kapittel 1

Innledning

Forgiftninger forbundet med eksponering til organofosfatforbindelser som f. eks.
insektmidler og nervegasser resultere i kraftig hemming av enzymet acetyl-
kolinesterase, som hydrolyserer acetylkolin både i hjernen og i det perifere
nervesystemet (PNS). En slik forgiftning kan bl.a. føre til nevrodegenerasjon i
forskjellige deler av sentralnervesystemet (CNS) (Petras, 1994). En rekke studier
tyder på at skader i CNS delvis er et resultat av en sekundær glutamat toksisi-
tet. Det er tidligere gjort forsøk på å redusere de toksiske effektene av nevro-
transmitteren glutamat, men det er til nå ingen medikamenter som gir total be-
skyttelse mot slike virkninger tilgjengelig for klinisk bruk etter organofosfat-
forgiftning. Den kliniske behandlingen i dag er basert på antagonister mot
kolinerge reseptorer, reaktivatorer av organofosfat hemmet kolinesterase og bruk
av GABA agonister. Denne studien inngår i et større prosjekt for å utvikle nye
behandlingsstrategier mot organofosfat induserte nevrotoksiske skader.

1.1 Organofosfater

Organofosfater er derivater av fosforsyre eller syrling. De benyttes bl.a. i land-
bruket som pesticider, og av enkelte land til militære formål som nervegasser.
Nervegasser har i moderne tid blitt brukt som både krigs- og terrorvåpen. Nerve-
gassen sarin ble benyttet av den japanske dommedagssekten Aum Shinrikyo i et
terrorangrep på undergrunnsbanen i Tokyo den 20. mars 1995 (Lia et al., 2001).
Nervegasser ble også benyttet av irakiske styrker i krigen mot Iran. Den kurdiske
landsbyen Halabja ble i mars 1988 angrepet av irakiske fly som spredte nervegass
av typen sarin eller tabun. Resultatet var at over 5000 sivile mistet livet (Ivarsson
et al., 1992).

1



KAPITTEL 1. INNLEDNING 2

1.1.1 Biologisk mekanisme ved organofosfatforgiftning

Acetylkolin (ACh) er kvantitativt en viktig nevrotransmitter i vertebratenes
CNS og PNS (Zimmermann, 1993). Kolinesterasene hydrolyserer ACh til acetat
og kolin (figur 1.1). Basert på substratspesifisitet er kolinesterasene delt inn
i acetylkolinesterase (AChE) og buturylkolinesterase (BuChE) (Augustinsson,
1948; Whittaker, 1951). Lokaliseringen av AChE samsvarer godt med kolinerg
innervering i nevronalt vev, og AChE er hovedsaklig synaptisk lokalisert (Siegel
et al., 1999), mens BuChE syntetiseres i leveren og frisettes i plasma. I tillegg er
AChE lokalisert i røde blodlegemer. Den fysiologiske rollen til AChE lokalisert i
blodlegemer og plasma BuChE i hydrolyse av ACh er omdiskutert og antas ikke
å være en viktig mekanisme ettersom ACh raskt blir nedbrutt i synapsespalten.
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Figur 1.1: Interaksjon mellom acetylkolinesterase og acetylkolin. AChE har to bindingsseter i
det katalytiske området. Et anionisk sete som tiltrekker seg den positive ladningen på nitrogen
atomet i ACh, og et ester bindingssete som binder karbonyl gruppen i ACh. Deacetylering skjer
svært raskt og resulterer i fritt enzym.

Organofosfater utøver sin toksiske effekt ved å hemme spesifikke kolin-
esteraser (AChE) i synapsespaltene i CNS og PNS (Nachmansohn, 1940)
(figur 1.2). Eksponering til slike stoffer kan medføre kliniske symptomer som
miose, økt sekresjon av spytt, muskelsammentrekninger, kramper, epileptiske
anfall og tilslutt koma og død.

Organofosfater bindes ofte irreversibelt til det aktive setet i AChE, inaktiverer
enzymet og hindrer derved ACh i å bli hydrolysert i synapsespalten. Dette fører
til kontinuerlig stimulering av kolinerge reseptorer i den postsynaptiske membran
og dermed et tap av signalkontrollen mellom den pre- og postsynaptiske nerve-
celle. Reaktivering av organofosfat hemmet enzym vil kunne resultere i funk-
sjonelt AChE (figur 1.2), men denne reaktiveringen vil foregå meget langsomt
(timer til dager) ved nervegass hemmet AChE (Sultatos, 1994). Ved dealkylering
av organofosfat hemmet AChE, såkalt elding, vil ikke bindingen til AChE kunne
brytes. Dette resulterer derved i en irreversibel kovalent binding av organofosfatet
til AChE. AChE må da erstattes ved syntese av nytt enzym (Clothier et al., 1981).
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Figur 1.2: Interaksjon mellom acetylkolinesterase og organofosfatet soman. Nukleofilt oksygen
på hydroksylgruppen i det aktive sete hos AChE danner kovalent binding til elektrofilt fosfor, som
er aktivert av en ‘leaving group’, som for soman er fluor-atomet. Enzymet blir fosforylert, og
‘leaving group’ blir frisatt fra enzym-substrat komplekset.

1.1.2 Nervegasser

Nervegasser skiller seg fra pesticidene ved at de ofte er mer reaktive, og har
en lavere kjemisk stabilitet. Alkylsubstituentene er ofte isopropyl eller andre
store bulkete sidekjeder som hindrer reaktivering. Grupper som gir rask elding
av nervegasshemmet enzym er vanlig, som 1,2,2-trimetylpropyl substituenten på
soman. Elding av organofosfater reduserer effektiviteten av medisinsk behandling
hos eksponerte individer, siden det er svært vanskelig å bryte bindingen mellom
organofosfat og enzym etter dealkylering. Alle nervegassene er svært toksiske
stoffer, og enkelte av disse er relativt enkle å produsere fra billige og lett til-
gjengelige utgangsmaterialer. Nervegassene klassifiseres som G- (sarin, soman,
tabun) eller V-gasser (Vx). V-gassene er giftigere enn G-gassene, men har et lavere
damptrykk, som gjør dem mindre flyktige (Ivarsson et al., 1992). Kjemisk struktur
til de mest kjente nervegassene er gitt i figur 1.3

1.2 Medisinsk behandling og profylakse

I dag benyttes et kombinert medisinsk behandlingsregime ved organofosfat-
forgiftning. Atropin og oksim brukes for henholdsvis å blokkere overstimulering
via kolinerge muskarine reseptorer og for å reaktivere organofosfathemmet AChE.
I tillegg benyttes gjerne benzodiazepiner for å redusere utviklingen av hjerne-
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Figur 1.3: Strukturformel for noen nervegasser.

skader og for å redusere de generelle muskelkrampene. I Forsvaret brukes det i
tillegg til den medisinske behandlingen med autoinjektorer (atropin og oksim),
pyridostigminbromid tabletter profylaktisk for å hindre at kolinesterasene full-
stendig hemmes irreversibelt av nervegasser under en eventuell slik eksponering.
Inntak av pyridostigmin tabletter fører til at plasmakolinesterase blir reversibelt
hemmet i størrelsesorden 15-30 % . Denne andelen av kolinesterasene er derved
beskyttet mot irreversibel nervegass inhibering. Til tross for bruk av profylakse og
medisinsk behandling, er ikke den medisinske beskyttelsen av hjernen og PNS til-
strekkelig effektiv idag (McDonough et al., 1989; Philippens et al., 1992; Clement
& Broxup, 1993). Atropin og oksimer passerer blod-hjerne barrieren i begren-
set grad (Wolthuis et al., 1994), og disse medikamentene er derfor kun delvis
effektive motmidler ved nervegassforgiftning. Administrasjon av medikamente-
ne må dessuten foregå i et kort tidsintervall umiddelbart etter eksponering (5-10
min). Det er defor nødvendig å utvikle nye behandlingsformer som gir effektiv
medisinsk beskyttelse mot hjerneskader, og som gir forbedring i pasientens til-
stand selv om administrering av medikamenter først skjer opptil 30 minutter eller
mer etter nervegass eksponering.

1.3 Nervesystemet

Nervecellene kommuniserer med hverandre via synapser, hovedsakelig
kjemiske (Elliot, 1905), men elektriske synapser forekommer også. En kjemisk
synapse består av en presynaptisk nerveterminal og en postsynaptisk nerve-
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terminal eller et effektor organ. Prosessen for synaptisk transmisjon deles inn
i flere steg (se figur 1.4). Nevrotoksiske forbindelser kan interferere med for
eksempel metabolisme av nevrotransmitterer, frisetting- og opptaksprosesser,
eller ved binding til pre- og postsynaptiske reseptorer. Organofosfater utøver
sin toksiske effekt ved å hindre nedbrytningen av ACh til acetat og kolin ved å
hemme AChE (Nachmansohn, 1940).

Figur 1.4: Synaptisk transmisjon. Ved depolarisering av nevronet strømmer Ca2 � -ioner inn i
cellen via spenningsstyrte Ca2 � -kanaler (1) som frisetter nevrotransmittere fra små synaptiske ve-
sikler (SSV) (2). Frisatte nevrotransmittere binder seg til pre- eller postsynaptiske reseptorer, som
enten er ionotrope (3), (6) eller metabotrope (4), (5). Signaloverføringen mellom pre- og post-
synaptisk membran kan termineres ved re-opptak over presynaptisk nerveterminal (6) eller til glia
celler (8). Eventuelt kan nevrotransmittere nedbrytes i synapsespalten (7). SSV kan regenereres
ved endocytose (9). Nevropeptider lagres i LDCV (Large dense core vesikler) (10) og frigis etter
repetert stimulering av nevronet, fra steder utenfor det aktive synaptiske området (11) (fra Holz &
Fisher, 1999).

1.3.1 Acetylkolin

ACh syntetiseres cytoplasmatisk i nerveterminalen fra acetyl co-enzym A
(AcCoA) og kolin av enzymet acetyltransferase (figur 1.5). Hvorvidt acetylkolin
i hovedsak frisettes fra vesikler eller fra cytoplasma er fortsatt omdiskutert (for
oversikt, se Whittaker, 1990; Israel & Dunant, 1996; Dunant & Israel, 2000).
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Figur 1.5: Skjematisk oversikt av syklusen i en kolinerg synapse. ACh syntese, frisetting og ned-
brytning. Citrat hydrolyseres av citrat lyase (CL) til Acetyl Co-enzym A (AcCoA) og oxaloacetat
(OxAc). Acetyltransferase (CAT) acetylerer kolin og danner ACh. Cytoplasmatisk ACh tas opp
og lagres i synaptiske vesikler. Frisatt ACh kan bindes til postsynaptiske nikotine eller muskarine
reseptorer, og vil rakst bli nedbrutt av AChE. Kolin (Ch � ) kotransporteres sammen med Na � fra
synapsespalten tilbake til presynaptisk terminal (fra Nicholls, 1994).

Kolinerge reseptorer

ACh reseptorer deles i to hovedgrupper: 1) Nikotin reseptorer, og 2) Muskarin
reseptorer. Nikotin reseptorer er ligandstyrte kationkanaler som ved binding
med ligand (nikotin, ACh) åpner for innfluks av små kationer (hovedsakelig
Na

�

), over cellemembranen. Effekten av nikotin i CNS er hovedsakelig stimuler-
ende (Nicholls, 1994). Muskarin reseptorer er metabotrope reseptorer og utgjør
over 95 % av ACh reseptorer i CNS (Nicholls, 1994). Reseptorene er trans-
membrane proteiner som aktiverer fosfolipase C, K

�

-kanaler eller inhiberer
adenylat cyklase via aktivering av G-proteiner (Caulfield, 1993).

1.3.2 Glutamat

Glutamat anses som den kvantitativt viktigste eksitatoriske nevrotransmitteren i
CNS (Fonnum, 1984; Meldrum, 2000). Glutamat krysser ikke blod-hjerne barrie-
ren (Oldendorf, 1971) og må derfor syntetiseres i hjernen. Etter Ca2

�

-aktivert fri-
setting av nevrotransmitter glutamat fra nerveterminalen blir glutamat re-opptatt
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av Na
�

-avhengige glutamattransportører i nevroner og astrocytter, som også
transporterer aspartat (Erecinska, 1987). Glutamat fra astrocyttene kan resirku-
leres tilbake til nevronale synaptiske vesikler (figur 1.6) (Sisjö, 1978).

Figur 1.6: Skjematisk oversikt av syklusen i en glutamaterg synapse. Glutamat (Glu) syntetiseres
via ulike metabolske veier og oppkonsentreres i SSV. Etter frisetting kan Glu binde seg til pre eller
postsynaptiske reseptorer. Glutamat fjernes fra synapsespalten av glutamattransportører i nevroner
eller astrocytter, og kan resirkuleres tilbake til nevroner fra astrocyttene (fra Zigmond et al., 1999).

Glutamaterge reseptorer

Glutamat bindes til metabotrope og ionotrope reseptorer. Metabotrope glutamat-
reseptorer er G-protein koplete reseptorer som øker det intracellulære nivået av
inositol-trifosfat og diacylglycerol, eller reduserer nivået av syklisk adenosin-
monofosfat (Meldrum, 2000). Basert på farmakologiske studier er tre hoved-
typer ionotrope reseptorer identifisert på bakgrunn av selektiv binding til
ulike agonister: 1) α-amino-3-hydroxy-5-metyl-4-isoxazoleproprionate (AMPA
reseptorer), 2) Kainat (Kainat reseptorer) og 3) N-metyl-D-aspartat (NMDA
reseptorer) (Watkins et al., 1990; Gasic & Hollmann, 1992). AMPA og kainat
reseptorer er ligandstyrte kationkanaler med høy K

�

- og Na
�

-permeabilitet.
NMDA reseptoren er funksjonelt forskjellig fra AMPA/kainat reseptorene.
Binding av glutamat til NMDA-reseptoren under hvilepotensiale er ikke nok til
å åpne kation kanalen, ettersom en karakteristisk egenskap ved NMDA resep-
toren er den spenningssensitive blokkeringen av kanalen med Mg2

�

(Meldrum,
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2000). Mg2
�

blokkeringen kan fjernes fra kanalen ved delvis depolarisering av
den postsynaptiske membranen. NMDA reseptor-kanalen har høy permeabilitet
for Na

�

- og Ca2
�

-ioner (figur 1.7). NMDA reseptoren er også avhengig av ko-
agonister som f.eks glycin for å bli aktivert, og hver reseptor antas å ha to glutamat
og to glycinseter (Laube et al., 1998). Kompleksiteten i NMDA reseptoren gjør
at den kan modifiseres farmakologisk av et bredt spekter av forbindelser som
binder seg til de ulike bindingsetene (figur 1.7). Eksempler på slike bindingseter er
glutamat/NMDA-setet, selve ionekanalen, polyaminsetet og glycinsetet (Parsons
et al., 1998).

Figur 1.7: NMDA reseptoren. Figuren viser mange forskjellige bindingsseter hvor ligander (ago-
nister/antagonister) kan modulere aktiviteten til NMDA reseptoren (fra Zigmond et al., 1999).

NMDA reseptoren antas å være en viktig brikke i utviklingen av sentral-
nervøse effekter ved organofosfat-forgiftning bl.a. på grunn av den høye Ca2

�

-
permeabiliteten i NMDA reseptoren. NMDA-antagonister anses derfor som
potensielle medikamenter for å beskytte mot organofosfat indusert epilepsi og
hjerneskade (Lallement et al., 1998; McDonough & Shih, 1993). Ca2

�

-ioner er
viktige signalmolekyler i nerveceller og cellene bruker mye energi for å holde
Ca2

�

-konsentrasjonen på et lavt nivå ( � M). Glutamat i for høye konsentrasjoner
kan fungere som eksitotoksin ved at en forlenget stimulering av de glutamaterge
reseptorene, spesielt NMDA reseptorene, vil bidra til å gi en vedvarende økning
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av cytoplasmatisk Ca2
�

-konsentrasjon i nervecellene. Dette kan aktivere Ca2
�

-
avhengige proteaser, fosfolipaser og andre intracellulære sekundære signalveier
og kan resultere i bl.a. inflammasjon, dannelse av frie radikaler eller nevronal
celledød (Fonnum, 1998).

1.3.3 GABA

γ-amino-smørsyre (GABA) er den viktigste inhibitoriske aminosyren i CNS, og
er lokalisert både i internevroner og projeksjonsnevroner i CNS (Zigmond et al.,
1999). GABA syntetiseres hovedsakelig fra metabolisme av glukose (figur 1.8).

Figur 1.8: Skjematisk oversikt av syklusen i en GABAerg synapse. GABA dannes ved de-
karboksylering av glutamat (Glu) v.h.a glutamat dekarboksylase (GAD). Etter frisetting kan
GABA binde seg til pre- eller postsynaptiske reseptorer. GABA fjernes fra synapsespalten av
GABA transportører (GAT) i nevroner eller astrocytter, og kan resirkuleres tilbake til nevroner
fra astrocyttene (fra Zigmond et al., 1999).

GABAerge reseptorer

To hovedtyper GABA reseptorer er identifisert. Ionotrope GABAA reseptorer er
ligandstyrte kationkanaler som ved binding av ligand (GABA) åpner for innfluks
av Cl � -ioner. Dette reduserer membranpotensialet, og minsker sannsynligheten
for depolarisering i postsynaptiske nevroner (Siegel et al., 1999). Denne meka-
nismen utnyttes under behandling av organofosfat-forgiftninger ved at GABAA
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antagonister (benzodiazepiner) administreres til pasienter for bl.a. å hindre hjerne-
skader. Metabotrope GABAB reseptorer er indirekte koplet til K

�

-kanaler. Ved
aktivering kan reseptorene redusere Ca2

�

-konduktansen og inhibere cAMP via
intracellulære mekanismer formidlet av G-protein (Siegel et al., 1999).

1.3.4 Effekten av nervegass i CNS

Inhiberingen av AChE i CNS og PNS fører til hypereksitering av nerveceller i den
kolinerge delen av nervesystemet. Ved organofosfat-forgiftning vil den ekstra-
cellulære konsentrasjonen av ACh øke og kan i CNS initiere en kaskade av
prosesser som kan fører til epileptisk anfall og kramper som raskt kan utvikles
til status epilepticus i hjernen (Koplovitz & Skvorak, 1998; Shih & McDonough,
1997; Lallement et al., 1998) og derved gi nevronale skader i utsatte områder av
hjernen (Carpentier et al., 2000). Økt synaptisk konsentrasjon av ACh vil raskt
kunne rekruttere andre nevrotransmittersystemer i CNS (figur 1.9). Spesielt de
GABAerge og glutamaterge nevrotransmittersystemene ser ut til å være invol-
vert, ettersom NMDA-antagonister og benzodiazepiner er i stand til å moderere
epileptiske anfall utløst av bl.a. nervegasser (McDonough & Shih, 1993). Under
nervegassforgiftning vil konsentrasjonen av ACh overstige en terskel og aktivere
glutamaterge nevroner og derved øke frisettingen av glutamat (Wade et al., 1987;
Lallement et al., 1992a; Lallement et al., 1992b).

Acetylkolin
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R
e
s
e
p

to
r

a
k
ti

v
it

e
t

Tid (min)
5           10                           20                       40                                     80

kolinerg/ikke-kolinerg

Figur 1.9: Nervegass-induserte endringer i nevrotransmitter nivået i CNS (fra Shih &
McDonough, 1997).

Av den grunn vil en økt aktivering av kolinerge fibrer påvirke og aktivere
glutamaterge systemer. Den økte ekstracellulære konsentrasjonen av glutamat vil
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sammen med det høye nivået av ACh resultere i en økt epileptiform aktivite,t og
derved kunne føre til eksitotoksiske skader på hjernen og påfølgende nevronal
celledød (McDonough & Shih, 1997). Moduleringen av GABA-erge nevroner i
forskjellige områder i CNS som et resultat av den kolinerge aktivering ved nerve-
gass forgiftning er derimot omstridt, og det foreligger varierende evidens for en
slik aktivering i litteraturen (Kar & Martin, 1972; Fosbraey et al., 1990; Lallement
et al., 1993b).

Utviklingen av nervegass induserte sentralnervøse anfall i CNS er foreslått
å bestå av tre faser: Umiddelbart etter forgiftning oppstår en tidlig kolinerg fase
(0-5 min), deretter en transisjons fase med økende blandet kolinerg/ikke-kolinerg
aktivering (5-40 min) og til slutt en ikke-kolinerg fase (etter 40 min) (Shih &
McDonough, 1997). Følgende endringer skjer i CNS i de tre fasene:

I. Kolinerg fase (0-5 min)

� Soman inhiberer AChE som resulterer i et økt ACh-nivået i de kolinerge
synapsene.

� Økt nivå av ACh initierer epileptisk aktivitet i sensitive hjerneområder
(amygdala, piriforme korteks, hippokampus og i deler av thalamus).

� Den epileptiske aktiviteten sprer seg raskt til andre nevrotransmitter
systemer. Kolinerge antagonister i relativt moderate doser kan i denne fasen
redusere anfallene og hindre hjerneskader.

II. Transisjons fase: blandet kolinerg-ikke-kolinerg fase (5-40 min)

� Nevroner som frisetter aminosyre nevrotransmittorer blir i større grad
aktivert i denne fasen. Relativt høye doser med kolinerge antagonister
kreves for å stoppe anfallene. Hjerneskader begynner å oppstå i sensitive
områder.

III. Ikke-kolinerg fase (etter 40 min)

� I denne fasen forsterkes endringene i aminosyre nevrotransmitter nivåene
i synapsene. Anti-kolinerge medikamenter er ikke tilstrekkelig effektive i
å terminere epileptiske anfall initiert av nervegasser. NMDA-reseptor anta-
gonister administrert sammen med kolinerge antagonister kan redusere om-
fanget av anfallene. Nevronale skader med celledød oppstår i store deler av
hjernen, men graden av skade kan antakelig begrenses noe.

Den første og tidligste fasen av nervegass induserte anfall antas å nesten ute-
lukkende styres av kolinerge mekanismer (Shih & McDonough, 1997). Sentralt
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virkende kolinerge antagonister som skopolamin er svært effektive i å redusere
epileptisk aktivitet i denne fasen (Shih et al., 1990). Ettersom varigheten på
anfallene øker er det nødvendig med høyere doser for å oppnå terminering av
den økte epileptiforme aktiviteten. Administrering av medikamenter med anti-
NMDA aktivitet har derimot en begrenset effekt selv etter 40 min (McDonough
& Shih, 1993). Den tidlige antiepileptiske virkningen av forbindelser med anti-
kolinerg virkning tolkes som en spesifikk effekt som blokkerer den primære
kolinerge eksitatoriske drivkraften, som starter og opprettholder anfallene i en
tidlig fase av forgiftningen. Hvis anfallene ikke termineres vil den eksitatoriske
aktiviteten i kolinerge nevroner rekruttere andre eksitatoriske nevrotransmitter-
systemer (bl.a. glutamat), som kan opprettholde anfallene uavhengig av den opp-
rinnelige kolinerge aktiviteten (McDonough & Shih, 1993).

1.4 Hippokampus

Hippokampus har en lav terskel for å utvikle epileptiske anfall (Green, 1964) og
ser ut til å være svært sensitiv for skader etter eksponering for ulike kjemiske for-
bindelser som kainat (Olney et al., 1974), 3-acetylpyridin (Cogeshall & MacLean,
1958) glucocorticoider (Sapolsky, 1985), trimetyltinn (Brown et al., 1979) og
ved somanforgiftning (Petras, 1994; McDonough et al., 1998). P.g.a. den sentra-
le rollen hippokampus utgjør for læring og hukommelse (Eichenbaum & Cohen,
2001), vil skader i dette området kunne få store konsekvenser. Dette bidrar til å
gjøre hippokampus til et viktig forskningsobjekt også i utviklingen av nye effek-
tive motmidler mot sentralnervøse effekter av nervegass.

1.4.1 Generell struktur

Hippokampus er del av en gruppe strukturer i det limbiske systemet som
utgjør den hippokampale formasjonen (fig 1.10), som inkluderer hippokampus,
gyrus dentatus (GD) og subiculum. Det limbiske systemet består for øvrig av
hypothalamus, amygdala og septum. Fiberforbindelsene i den hippokampale
formasjonen er lokalisert i avgrensede regioner, og celler og fibre danner adskilte
lag (Andersen et al., 1971). Hippokampus deles ofte inn i tre regioner; CA1, CA2
og CA3 (Lorente de Nó, 1934).

De viktigste nevronene i GD er korncellene. Korncellene er små monopolare
nevroner organisert i 4-6 cellelag i det granulære cellelaget, som mottar synaptisk
input fra dendritter i molekylærlaget. Aksonene fra korncellene projiserer via
det polymorfe cellelaget til CA3 regionen (mosefibre) (Blackstad et al., 1970).
Pyramidecellene i CA1-CA3 er multipolare nevroner organisert i 3-6 cellelag
i pyramidecellelaget, og har dendritter lokalisert i stratum radiatum, stratum
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Figur 1.10: Plassering av hippokampus i rottehjerne med omliggende strukturer. Amyg:
amygdala, Ento: entorinalkoteks, Fim: fimbria, Hipp: hippokampus, Ob: olfactory bulb, Ret:
retikulærdannelsen, Sept: septum, Thal: thalamus (fra Myhrer, 1997).

lucidum, stratum oriens og stratum lacunosum moleculare (Andersen et al., 1971).
Pyramidecellene i CA1 mottar afferente nevroner fra både enthorinal korteks
(EC) og CA3 (Johnston & Amaral, 1998). De viktigste internevronene i både
hippokampus og GD, er basketcellene (Johnston & Amaral, 1998).

Hippokampus er en tydelig laminert struktur med topografisk organiserte for-
bindelser (figur 1.11). Andersen et al. (1971) har foreslått en hypotese om laminær
organisering av hippokampale baner som antar at hippokampus består av mange
funksjonelle enheter eller lameller, og at hver enhet er en uavhengig struktur som
er i stand til å utføre de samme funksjonene. Den indre organiseringen av hver
lamell kan forenklet fremstilles som et nettverk med fire elementer (Andersen et
al., 1971; Andersen, 1975). Nevroner lokalisert i EC gir opphav til perforanth
path (PP) som danner synapser med både kornceller i GD og pyramideceller i
CA3. Korncellene i GD gir opphav til mosefibre som danner synapser med den-
dritter på CA3 pyramideceller (Blackstad et al., 1970). CA3 pyramideceller gir
opphav til schafferkolateraler (Sch) som danner synapser med pyramideceller i
CA1 (Andersen et al., 1973). Eksitatoriske og inhibitoriske transverse forbindelser
mellom lamellene eksisterer også. Disse forbindelsene kan modifisere aktiviteten
til nærliggende lameller (Andersen et al., 1971).

1.4.2 Afferent innervering av hippokampus

De viktigste kortikale afferente nevroner til hippokampus mottas via PP fra EC
(Lorente de Nó, 1934; Hjort-Simonsen, 1972) og EC mottar projeksjoner tilbake
fra hippokampus. EC mottar sanseinformasjon via afferente nerveceller i kortikale
områder, og projiserer tilbake til mange av de samme kortikale områdene. Infor-
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Figur 1.11: Skisse av hovedlagene og deres forbindelser i den hippokampale formasjonen.
Merking: Hippokampus: F=fimbria, O=stratum oriens, P=stratum pyramidale (med de indikerte
områdene CA1-4), R=stratum radiatum, M=stratum lacunosum moleculare, LU=stratum lucidum
(mosefiber laget). Gyrus dentatus (Area dentata): H=hilus gyrus dentata, G=stratum
granulosum, M=stratum moleculare. PP=perforanth path fra enthorinal korteks, danner fibre til
molekylærlaget i gyrus dentatus. Granulærcellene gir opphav til mosefibre som kan danne synapser
med internevroner i det polymorfe cellelaget, og med dendritter i stratum oriens i CA3 (fra Na-
alsund, 1986)

masjon som mottas av EC kan dermed sendes gjennom hele det hippokampale
nettverket og bearbeides, for deretter å sendes tilbake til de kortikale områdene
hvor informasjonssignalene hadde sin opprinnelse (Johnston & Amaral, 1998).
Denne bearbeidingen av sanseinformasjon er essensiell for lagring av infor-
masjon i langtidshukommelsen, og understreker den viktige fysiologiske rollen
hippokampus spiller for hukommelse og læring.

Hippokampus mottar også informasjon via fibre fra ulike subkortikale områder
(septumkjernene, locus coerulus, mediale rafekjerner og supramammillar om-
rådet). Septal projeksjon til hippokampus dannes fra celler i mediale septum (MS)
og Brocas diagonale bånd (BD) og utgjør en av hovedprojeksjonene fra sub-
kortikale områder til hippokampus og EC (Nyakas et al., 1987; Gaykema et al.,
1990; Woolf et al., 1984). 30-50 % av cellene i MS og 50-75 % av cellene i BD
som sender afferente fibrer til hippokampus er kolinerge (Amaral & Kurz, 1985;
Wainer et al., 1985), og denne innerveringen utgjør majoriteten av den kolinerge
innerveringen til hippokampus.
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1.4.3 Nevrotransmittere og reseptorer i hippokampus

Den viktigste nevrotransmitteren i hippokampus er glutamat, men aspartat er også
en mulig nevrotransmitter i hippokampus med eksitatorisk effekt (Nadler et al.,
1976; Storm-Mathisen, 1977; Roberts et al., 1981). Glutamat blir frisatt fra PP,
mosefibre, comissural-assosiasjonsfibrene, og Sch (Johnston & Amaral, 1998).

ACh er en annen viktig nevrotransmitter i hippokampus som kan ha både
eksitatorisk og inhibitorisk effekt. ACh kan eksitere GABAerge internevroner
i polymorfe cellelag som utøver inhibitorisk effekt på eksitatoriske kornceller
i GD og pyramideceller i hippokampus (Benardo & Prince, 1982; Brunner
& Misgeld, 1988). De GABAerge internevronene kan eksiteres ved aktivering
av nikotine (Brunner & Misgeld, 1988), eller muskarine reseptorer (Kaspar &
Wade, 2001). Det er videre vist at aktivering av presynaptiske nikotinresepto-
rer på glutamaterge nerveceller kan stimulere glutamatfrisettingen fra pyramide-
celler i CA3 (Gray et al., 1996). Muskarine reseptorer er beskrevet både pre-
og postsynaptisk i hippokampus (Williams & Johnston, 1993). Presynaptisk kan
aktivering av muskarine reseptorer utøve en inhibitorisk effekt på glutamat-
frisettingen (Marchi & Raiteri, 1989), mens postsynaptisk er aktiveringen av
muskarine reseptorer koplet til inhibering av K

�

-kanaler (Brown & Adams,
1980; Brown et al., 1990; Storm-Mathisen, 1990). Reduksjon i K

�

-konduktansen
øker sannsynligheten for depolarisering av nevronet, og har en avgjort eksita-
torisk effekt (Halliwell & Adams, 1982). Den økte kolinerge aktiveringen fra
MS/BD ved organofosfat-forgiftning øker den intercellulære konsentrasjonen av
glutamat i hippokampus (Lallement et al., 1992a), sannsynligvis ved aktivering
av pyramideceller og kornceller i GD (figur 1.12).

Den viktigste inhibitoriske nevrotransmitteren i hippokampus er
GABA (Roberts et al., 1976). GABAerge synapser forekommer både på
soma og dendrittene til pyramidale nevroner. GABAB reseptorer er hoved-
sakelig lokalisert på dendrittene, mens GABAA reseptorer er fordelt over hele
nevronet (Miles et al., 1996).

1.4.4 EEG og Theta-rytme i hippokampus

Den elektriske aktiviteten i ulike hjernestrukturer kan avleses som elektro-
encefalogram (EEG). EEG-avlesning gir et inntrykk av summen av den nevrona-
le aktiviteten i det registrerte området. Ekstrakraniell EEG registreres ved å feste
elektroder på utsiden av skallen. Ved intrakraniell EEG-registrering kan feltpoten-
sialet i ulike hjernestrukturer registreres. Ved å operere inn en bipolar elektrode
i hippokampus kan feltpotensialer i f.eks. GD og CA1 studeres, slik som utført i
denne hovedoppgaven.

Forekomsten av thetarytme (4-12 Hz) i hippokampus hos rotte er sterkt knyttet
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Figur 1.12: Kolinerg input fra mediale septum kan aktivere glutamaterge nevroner i
hippokampus. Ved organofosfat-forgiftning vil glutamatfrisettingen øke fra kornceller og
pyramideceller i hippokampus som blir innervert av kolinerge fibre. Den økte glutamatfrisettingen
vil igjen stimulere andre glutamaterge nevroner, og danne en kaskade av glutamatfrisetting som
kan føre til nevronal celledød.

til motorisk aktivitet. To typer motorisk adferd er klassifisert: type 1 adferd, som
er karakterisert ved frivillige bevegelser (normal gange, reise seg på bakbeina,
graving, hodebevegelser o.l.), generer hippokampal thetarytme i frekvensområdet
6-12 Hz. Type 2 adferd, karakteriseres av automatiserte/ubevisste bevegelser
(ansiktsvask, kløe, tygging og årvåken immobilitet). Denne adferden genererer
irregulær aktivitet med høy (LIA) eller lav amplitude (SIA) i frekvensområdet
(2-50 Hz). Det er observert 2 typer theta i hippokampus: Type 1 theta genereres
under type 1 adferd, mens type 2 er forbundet med immobilitet (Bland, 1986).
Dannelsen av type 1 theta blir ikke hindret av administrering av atropin, men
dannelsen er sensitiv til anestetika som urethan, etyleter og alkohol. Type 2 theta
er resistent mot de fleste anestetika, men følsom for atropin (Bland, 1986), og har
et noe bredere frekvensområde (4-12 Hz) enn type 1 theta (Bland & Oddie, 2001).
Dannelsen av thetarytmen er avhengig av oppadstigende baner i hjernestammen
som synkroniserer aktiviteten i hippokampus. MS fungerer som et knutepunkt
for de oppadstigende banene, og fordeler input til posterior cingulate korteks, EC
og den hippokampale formasjonen (Bland, 2000). Bland & Oddie (2001) har fo-
reslått en sensorisk-motorisk modell der signaler til hippokampus fra sensoriske
systemer som initierer type 1 adferd (type 1 theta) integreres med input fra mo-
toriske systemer (type 1+2). Type 2 theta er dermed sannsynligvis alltid aktiv
sammen med type 1 theta. Theta i hippokampus og relaterte strukturer fungerer
dermed ved å gi voluntære motorsystemer kontinuerlig oppdatert tilbakemelding
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på egen utførelse i henhold til forandringer i miljøet (via sensorisk input).
På bakgrunn av dette vil en økt kolinerg aktivering som ved nervegass-

forgiftning, kunne gi endringer i EEG og theta-rytme i hippokampus. Denne
endringen kan forklares ut i fra de molekylære endringene i ulike nevro-
transmittersystemer i hippokampus. Dette er derfor en viktig og sentral nevro-
nal aktivitet som kan benyttes i studier for å kartlegge endringer ved in vivo
eksponering til nervegass og for å kunne studere aktuelle motmidler som kan på-
virke kolinerge, glutamaterge, og GABAerge reseptorer.

1.5 Målsetting med oppgaven

På bakgrunn av den kunnskapen man har om nervesystemets oppbygning og
funksjon er det viktig å utvikle og etablere nye metoder for å studere effekter
av organofosfater i CNS. Det er spesielt viktig å studere effekter på områder i
hjernen som er ekstra følsomme for slike kolinesterasehemmere. Denne oppgaven
inngår i et større forskningsprosjekt som har som mål å studere betydningen
av bl.a. antagonister til den glutamaterge NMDA-reseptoren, og spesielt til
glycinsetet i reseptoren, ved organofosfat-forgiftning. Ut i fra disse studiene
kan det vurderes hvorvidt slike blokkere vil kunne benyttes terapautisk ved
organofosfat-forgiftninger. Dette vil kunne bli et svært viktig bidrag i det kliniske
arbeidet med å behandle slike pasienter.

Formålet med oppgaven var derfor følgende:

� Vurdere in vitro metoder for måling av effekter av organofosfater på skiver
fra hippokampus. Dette er viktig for å fastslå om slike metoder kan brukes
for å studere interaksjon mellom kolinerge og glutamaterge nevroner i
hippokampus ved organofosfat-forgiftninger.

� Etablere en in vivo metode for injeksjon av organofosfater i hippokampus
og studere effekter på hippokampal EEG og in vitro frisetting av endogen
ACh og aminosyre nevrotransmittere fra hippokampusskiver.

� Gjøre enkle adferdsregistreringer etter injeksjon av nervegass under in vivo
forsøkene.
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Materiale og metoder

2.1 Forsøksdyr

Dunkin Harly hann marsvin (200-250 g) og Wistar hann rotte (340-350 g) ble
levert fra Møllergaards avlslaboratorier i Ejby, Dannmark. Dyrene ble oppbevart
på vivariet ved FFI i standard laboratoriebur i 12/12 timers syklus lys/mørke (21

�

C
og 55 % relativ fuktighet). Opptil 3 dyr ble oppbevart i ett og samme bur med
dimensjonene [L:56 cm x B:38 cm x H:25 cm] for marsvinene og [L:55 cm cm x
B:30 cm x H:20 cm] for rottene. Mens rottene ble foret med standard laboratorie-
diett, ble marsvinene foret med standard laboratoriediett tilsatt C-vitamin. Alle
dyrene hadde fri tilgang til mat og drikke. Dyrene fikk tilvenne seg de nye om-
givelsene i minst 7 døgn etter mottakelse på FFI, før dekapitering av marsvinene
eller operasjon av rottene ble utført. Strø ble skiftet annenhver dag for å hindre
opphopning av urin.

Alle in vivo eksperimenter på dyr ble gjennomført ihht til “Søknad om
tillatelse til å utføre forsøk med dyr ved godkjent forsøksdyravdeling” etter god-
kjennelse fra Forsøksdyrutvalget.

2.2 Kjemikalier

Alomone labs (Jerusalem, Israel)
ω-conotoxin GVIA

American Radiolabeled Chemicals Inc (USA)
3H-glutamat (L-[3,4-3H]-glutamat), 60 Ci/mmol, 1 mCi/ml

Amersham International plc. (UK)
[1-14C]-acetylkolinklorid, 55,5 mCi/mmol, 100 � Ci/ml

18
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Dumex-alpharma (København, Danmark)
Stesolid (diazepam 5 mg/ml)

Fluka (Sveits)
TMA (tetramethylammonium perklorat)

Forsvarets forskningsinstitutt (Kjeller, Norge)
Soman [σ -(1,2,2 trimetylpropyl)-metylphosphonofluoridat] er syntetisert ved FFI
og har renhet på mer enn 95 % målt ved NMR.

Jansen (Buckinghamshire, UK)
Hypnorm (fentanyl citrate 0,315 mg/ml og fluanisone 10 mg/ml)

Merck, KGaA (Darmstadt, Tyskland)
Acetylkolinjodid, Folin Ciocalteus fenolreagens, ortho-fosforsyre 85 %

Pachard Instruments Company (Massachusetts, USA)
Opti-Fluor scintillasjonsvæske RBI, Insta-Fluor scintilasjonsvæske RBI

Sigma Chemical Company (St. Louis, USA)
Acetylthiokolinjodid, EDTA (etylendiaminetetraacetat), EGTA (etylenglycol-
bis(β -aminoethyleter)N,N-tetraacetat), Ethopropazin, Glycin, OPA (DL-
α-aminoadipinsyre, o-phataldialdehyde), TOA (tri-n-octyl-amine), Trizma
(tris[hydroksymetyl]aminometan hydroklorid)

Alle øvrige kjemikalier var av standard laboratoriekvalitet.

2.3 Bufferløsninger

Hippokampusskivene ble perfundert med en buffer etablert ved FFI (tabell 2.1).
Bufferen har en sammensetning av stoffer som er tilnærmelsesvis lik cerebro-
spinalvæske. Bufferkapasiteten til NaHCO3 i standard kunstig cerebrospinal-
væske er erstattet med Na2HPO4 som ikke krever konstant tilførsel av 95 % O2

og 5% CO2 for å holde pH lik 7,4.
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Normal Høy KCl Normal, lav Høy KCl
Stoffer buffer buffer Ca2

�
-buffer lav Ca2

�
-buffer

Tris-HCl 15 15 15 15
NaCl 140 120-20 140 120-20
KCl 5 25-125 5 25-125
Ca2

�

2 2 0,1 0,1
MgSO4 1 1 10 10
Na2HPO4 1,2 1,2 1,2 1,2
Glucose 5 5 5 5
EDTA - - 0,0011 0,0011

ω-Conotoxin GVIA - - 0,011 0,011

Soman 0,01/0,0012 0,012 - -

Tabell 2.1: Bufferløsninger benyttet i perfusjonsforsøkene. Konsentrasjonene er oppgitt i mM.
1 EDTA og ω-Conotoxin GVIA ble kun tilsatt i noen av bufferløsningene hvor konsentrasjonen av
Ca2 � var lav (0,1 mM), ved bestemmelse av Ca2 � -avhengig frisetting av glutamat.
2 Soman ble kun tilsatt i bufferløsninger ved forsøk for å påvise effekten av soman på glutamat-
frisetting, og under preinkubering av hippokampusskiver med soman ved bestemmelse av endogen
ACh-frisetting.

2.4 In vitro perfusjons forsøk

Marsvinene og rottene ble avlivet ved dekapitering og hodet ble øyeblikkelig lagt
på is. Skalletaket ble åpnet med saks, hjernen ble tatt ut og hippokampus ble
dissekert frem. Hele prossesen ble utført på is og det ble tilført 0,32 M sukrose-
løsning for å holde vevet nedkjølt og hindre uttørkning. Hippokampus ble plassert
på en microtom, og fra marsvinenen ble 6 skiver fra dorsal hippokampus med
en tykkelse på 400 � m skåret til. Etter forsøkene med in vivo mikroinjeksjon
i rotter, ble hippokampusskiver skåret etter et bestemt skjema (figur 2.4). Alle
skivene ble overført til en plastskål med 2 ml oksygenert normalbuffer (tabell 2.1).
Hippokampusskivene ble etter en eventuell forbehandling vasket med 3 x 2
ml normalbuffer, og plassert i perfusjonskammer (1 skive i hvert kammer for
marsvinene og 2 skiver i hvert kammer for rottene). I hvert forsøk ble det benytt-
et 6 kammer. Perfusjonskamrene var laget av to pipettespisser som var delt på
midten, og satt sammen (figur 2.1). Skivene ble perfundert med oksygenert buffer
(25

�

C) av en peristaltisk pumpe (Ole Dich instrument makers ApS, Danmark)
som ble justert til å levere 200 � l

�
min.

Oppsamling av perfusjonsbuffer ble utført etter noe ulike skjema avhengig av
hvilke forsøk som ble utført. Hver prøve utgjorde bufferløsning samlet over 5 mi-
nutter (totalt 1,0 ml). For aktivering av skivene til frisetting av nevrotransmittere
ble det enten benyttet kjemisk stimulering eller elektrisk felt stimulering. Ved
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Figur 2.1: Perfusjons oppsett for in vitro stimulering (kjemisk og elektrisk) av hippokampus-
skiver.

kjemisk stimulering ble det benyttet buffer med økende konsentrasjon av K
�

-ioner
(5-125 mM KCl, tabell 2.1). Ved elektrisk stimulering ble det benyttet en Grass
S88 stimulator (Grass instruments Co. Quincy, USA). Elektrisk depolarisering
av nervecellene ble utført ved at et elektrisk felt ble aktivert over 2 elektroder
(figur 2.1). Ved stimulering benyttes impulser med varighet på 0,2 ms, spenningen
var supramaksimal (70 V) og stimuleringsfrekvensen ble endret i området 0-30
Hz. Både kjemisk og elektrisk stimulering resulterer i depolarisering av nevrone-
ne og vil øke frisettingen av ulike nevrotransmittere fra synapsene i hippokampus-
skivene.

2.4.1 3H-glutamatfrisetting fra marsvin hippokampusskiver

For å kunne sammenlikne resultatene fra de ulike forsøkene ble frisetting av
3H-glutamat uttrykt som arealet under toppene over basallinjen, som utgjør
spontan frisetting av nevrotransmitter (figur 2.2). Første topp etter stimulering
i fraksjon A ble satt til 100 % og toppene etter stimulering i fraksjon B og
C ble uttrykt som % av topp A. Dette bidro til høyere oppløslighet i målin-
gen av 3H-glutamatfrisetting enn hva som ble oppnådd ved måling av endogen
aminosyrefrisetting. Hippokampusskiver fra marsvin ble inkubert 30 minutter i 2
ml normalbuffer tilsatt 20 � l 3H-glutamat (60 Ci/mmol, 1 mCi/ml) før plassering
i perfusjonskammeret. Følgende forsøk ble utført:
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Figur 2.2: Frisatt radioaktivitet i perfusat som funksjon av tid. Figuren viser et typisk resultat fra
et kontrollforsøk etter frisetting av 3H-glutamat i fraksjonene A, B og C ved elektrisk stimulering
med 20 Hz. Resultatene uttrykkes som funksjon av areal under toppene.

3H-glutamatfrisetting ved kjemisk og elektrisk stimulering

Forsøket ble utført, som vist i tabell 2.2

Inkubering 3X Perfundere K1-K7 A K8-K14 B K15-K21 C K22-K28

30 min vask 30 min Sampl. hvert 5 min 5 min Sampl. hvert 5 min 5 min Sampl. hvert 5 min 5 min Sampl. hvert 5 min

00:35 00:40 01:15 01:20 01:55 01:00 02:35

Tabell 2.2: Skjema for inkubering og frisetting av 3H-glutamat ved kjemisk og elektrisk
stimulering. Fraksjon K1-K28 var oppsamling av perfusjonsbuffer fra ustimulerte kontroller.
Fraksjon A,B og C ble samlet under kjemisk eller elektrisk stimulering av hippokampusskivene.
Nederste linje i figuren angir total tid ved avslutning av de ulike fraksjoninnsamlingene. Forsøket
varte totalt i 2 t og 35 min.

Forsøket startet etter en initiell perfusjon i 30 minutter med normalbuffer.
Under innsamling av kontrollfraksjonene (K1-K28) ble skivene perfundert med
normalbuffer (5 mM KCl). Etter innsamling av syv kontrollfraksjoner (K1-K7)
ble skivene stimulert elektrisk eller kjemisk i fraksjon A. Stimuleringe i fraksjon
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B utgjorde den avleste verdien for frisetting av 3H-glutamat ved økende kjemisk
eller elektrisk stimulering. Stimulering i fraksjon C fungerte som en kontroll
på at responsen i skiven ikke hadde endret seg drastisk siden forsøkets første
stimulering i fraksjon A. Stimulering i fraksjon A og C ble utført ved perfusjon
av buffer med KCl-konsentrasjon på 50 mM (kjemisk stimulering), eller ved
perfusjon med normalbuffer og elektrisk felt stimulering på 20 Hz. I fraksjon
B ble skivene stimulert med varierende konsentrasjoner av KCl i buffer (5-125
mM) eller varierende frekvens (0-30 Hz). Alle fraksjonene ble samlet i tellerør
som ble tilsatt 10 ml Opti-Fluor og satt til avlesning av β -stråling i scintillasjons-
teller (1900 TR, Packard instruments inc., USA). Hippokampusskivene ble homo-
genisert i 100 � l 20 mM Na-fosfat buffer (pH 7,4) og analysert for totalinnhold av
3H-glutamat.

Kontroll av Ca2
�

-avhengighet for 3H-glutamatfrisetting ved kjemisk og
elektrisk stimulering

Forsøket ble utført som vist i tabell 2.3

Ca2 � lav buffer

Inkubering 3X Perfundere K1-K7 A K8-K13 K14 B K15-K21 C K22-K28

60 min vask 30 min Sampl. hvert 5 min 5 min Sampl. hvert 5 min 5 min 5 min Samp. hvert 5 min 5 min Sampl. hvert 5 min

00:35 00:40 01:10 01:15 01:20 01:55 01:00 02:35

Tabell 2.3: Skjema for inkubering og frisetting av 3H-glutamat ved kjemisk og elektrisk
stimulering. Fraksjon K1-K28 var oppsamling av perfusjonsbuffer fra ustimulerte kontroller.
Fraksjonene A, B og C ble samlet under kjemisk eller elektrisk stimulering av hippokampus-
skivene. Under innsamling av fraksjon K14 og B, ble hippokampusskivene perfundert med buffer
med lav Ca2 � . Nederste linje i figuren angir total tid ved avslutning av ulike fraksjoninnsamlinger.
Forsøket varte totalt i 2 t og 35 min.

Forsøket ble gjennomført etter samme prosedyre som beskrevet for 3H-
glutamatfrisetting ved kjemisk og elektrisk stimulering. Hvert forsøk bestod av
seks parallelle forsøk. Parallell en og to utgjorde kontrollforsøk. Parallell tre til
seks ble perfundert med buffer med lav Ca2

�

-konsentrasjon (0,1 mM mot 2 mM
i parallell en og to) fem minutter før (K14) og under stimulering i fraksjon B. Det
ble også gjort forsøk der ulike farmaka for inhibering av Ca2

�

-avhengig glutamat-
frisetting ble tilsatt i buffer med lav Ca2

�

-konsentrasjon; 1 mM ω-conotoxin
GVIA (antagonist til nevronale spenningsstyrte Ca2

�

-kanaler) og 1 mM EGTA
(kelator med høy affinitet for Ca2

�

). Ved kjemisk stimulering ble fraksjonene A,
B og C stimulert med 75 mM KCl i buffer. Ved elektrisk stimulering ble 20 Hz
benyttet ved alle stimuleringene. Hippokampusskivene ble homogenisert i 100 � l
20 mM Na-fosfat buffer (pH 7,4) og analysert for totalinnhold av 3H-glutamat.
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Effekt av soman på 3H-glutamatfrisetting fra marsvin hippokampusskiver
ved elektrisk stimulering.

Forsøket ble utført som vist i tabell 2.4

Soman

Inkubering 3X Perfundere K1-K7 A K8-K13 K14 B K15-K21 C K22-K28

60 min vask 30 min Sampl. hvert 5 min 5 min Sampl. hvert 5 min 5 min 5 min Samp. hvert 5 min 5 min Sampl. hvert 5 min

00:35 00:40 01:10 01:15 01:20 01:55 01:00 02:35

Tabell 2.4: Skjema for inkubering og frisetting av 3H-glutamat ved elektrisk stimulering
og perfusjon med 10 � M soman i buffer. Fraksjon K1-K28 var oppsamling av perfusjons-
buffer fra ustimulerte kontroller. Fraksjonene A, B og C ble samlet under elektrisk stimulering
av hippokampusskivene. Under innsamling av fraksjon K14 og B, ble hippokampusskivene
perfundert med buffer tilsatt 10 � M soman. Nederste linje i figuren angir total tid ved avslutning
av ulike fraksjoninnsamlinger. Forsøket varte totalt i 2 t og 35 min.

Forsøket ble gjennomført etter samme prosedyre som beskrevet for 3H-
glutamatfrisetting ved kjemisk og elektrisk stimulering. Hvert forsøk bestod av
seks parallelle forsøk. Alle seks paraleller ble elektrisk stimulert i fraksjon A B og
C. Parallell en og to ble perfundet med normalbuffer under hele forsøket (kontroll-
forsøk). Parallell tre til seks ble perfundert med normalbuffer med 10 � M soman
5 minutter før (K14) og under stimulering i fraksjon B. Elektrisk stimulering i
fraksjon A og C ble utført ved 20 Hz. Fraksjon B ble stimulert med varierende
frekvens (0-30 Hz). Hippokampusskivene ble homogenisert i 100 � l 20 mM Na-
fosfat buffer (pH 7,4) og analysert for totalt 3H-glutamatinnhold, AChE-aktivitet
(avsnitt 2.8) og proteininnhold (avsnitt 2.10).

2.4.2 Endogen ACh-frisetting fra marsvin hippokampusskiver

Hippokampusskiver fra marsvin ble inkubert ved romtemperatur i 30 minutter i
1 � M soman i 2 ml normalbuffer for fullstendig inhibering av AChE-aktivitet i
vevet før plassering i perfusjonskammer. Forsøket ble utført, som vist i tabell 2.5

Inkubering 3X Perfundere Kontroll X Kontroll A Kontroll Y Kontroll B Kontroll Z Kontroll C

30 min vask 60 min 25 min 5 min 5 min 5 min 25 min 5 min 5 min 5 min 25 min 5 min 5 min 5 min

00:25 00:30 00:35 00:40 01:05 01:10 01:15 01:20 01:45 01:50 01:55 02:00

Tabell 2.5: Skjema for inkubering og frisetting av endogen ACh ved elektrisk stimulering.
Perfusjonsbuffer i tidsintervallene “Kontroll” ble ikke samlet. Fraksjonene X, Y og Z er opp-
samling av perfusjonsbuffer fra ustimulerte kontrollfraksjoner. Fraksjonene A, B og C ble samlet
under elektrisk stimulering av hippokampusskivene. Nederste linje i figuren angir total tid ved
avslutning av ulike fraksjoninnsamlinger. Forsøket varte totalt i 2 t.

Forsøket startet etter en initiell perfusjon i 60 minutter med normalbuffer
for å redusere den frie konsentrasjonen av soman i vevet. Alle parallellene ble
perfundert med normalbuffer gjennom hele forsøket. Fraksjonene A og C ble
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stimulert med 20 Hz, mens fraksjon B ble stimulert med varierende frekvens
(1-20 Hz). Fraksjonene ble samlet i eppendorfrør som stod på is og satt i fry-
ser for å hindre metabolisering av ACh. Fraksjonene ble frysetørket og løst i
200 � l destillert vann for å oppkonsentrere ACh innholdet. Etter risting i whirl-
mixer og sentrifugering i 5 min ved 11.000 rpm, ble 20 � l av den oppkonsentrerte
supernatanten analysert på HPLC for bestemmelse av ACh innhold (avsnitt 2.6).
Hippokampusskivene ble homogenisert i 100 � l 20 mM Na-fosfat buffer (pH 7,4)
og analysert for AChE-aktivitet (avsnitt 2.8) og proteininnhold (avsnitt 2.10).

2.4.3 Effekten av soman på endogen aminosyrefrisetting fra
marsvin hippokampusskiver

Det ble gjennomført en serie forsøk for å undersøke om perfusjon av
hippokampusskiver med 10 � M soman i buffer kunne påvirke frisettingen av
aminosyrene glutamat, aspartat, GABA, glutamin og alanin under kjemisk og
elektrisk stimulering

Fraksjonene ble samlet i eppendorfrør som stod på is og satt i fryser for
å hindre metabolisering av aminosyrene. Fraksjonene ble frysetørket og løst
i 190 � l destillert vann og tilsatt 10 � l med 20 � M internstandard (DL-α-
aminoadipinsyre). Etter sentrifugering ved 11.000 rpm i 5 minutter ble super-
natanten tatt ut og frysetørket på nytt. Prøven ble løst i 50 � l destillert vann og
sentrifugert. 35 � l av den oppkonsentrerte supernatanten ble analysert på HPLC
for bestemmelse av aminosyreinnholdet (avsnitt 2.7). Hippokampusskivene ble
homogenisert i 100 � l 20 mM Na-fosfat buffer (pH 7,4) og analysert for AChE-
aktivitet (avsnitt 2.8) og proteininnhold (avsnitt 2.10).

Frisetting av endogene aminosyrer ved kjemisk og elektrisk stimulering i
fraksjonene A, B og C

Forsøket ble utført som vist i tabell 2.6

10 � M soman

Perfundere Kontroll X Kontroll A Kontroll Y Kontroll B Kontroll Z Kontroll C

30 min 25 min 5 min 5 min 5 min 25 min 5 min 5 min 5 min 25 min 5 min 5 min 5 min

00:25 00:30 00:35 00:40 01:05 01:10 01:15 01:20 01:45 01:50 01:55 02:00

Tabell 2.6: Skjema for frisetting av endogene aminosyrer ved kjemisk og elektrisk stimulering
og perfusjon med 10 � M soman i buffer. Perfusjonsbuffer i tidsintervallene “Kontroll” ble ikke
samlet. Fraksjonene X, Y og Z er oppsamling av perfusjonsbuffer fra ustimulerte kontroll-
fraksjoner. Fraksjonene A, B og C ble samlet under kjemisk eller elektrisk stimulering av
hippokampusskivene. Hippokampusskivene ble perfundert av buffer tilsatt 10 � M soman 5 min
før og under innsamlingen av fraksjon B. Nederste linje i figuren angir total tid ved avslutning av
ulike fraksjoninnsamlinger. Forsøket varte totalt i 2 t.
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Forsøket startet etter initiell perfusjon i 30 minutter med normalbuffer. Hvert
forsøk bestod av 6 parallelle forsøk. Parallell en og to utgjorde kontrollforsøk og
ble perfundert med KCl-buffer uten soman i fraksjonen B. Parallell tre til seks
ble perfundert av buffer med 10 � M soman 5 minutter før og under stimulering i
fraksjon B. Stimulering i fraksjonene A og C utgjorde kontrollstimuleringer før og
etter soman perfusjon. Ved kjemisk stimulering ble fraksjonene A og C stimulert
med 50 mM KCl, mens fraksjon B ble stimulert med varierende konsentrasjon av
KCl (25-100 mM) i perfusjonsbuffer. Ved elektrisk stimulering ble fraksjonene A
og C stimulert med 20 Hz, mens fraksjon B ble stimulert med varierende frekvens
(1-20 Hz).

Frisetting av endogene aminosyrer ved kjemisk stimulering kun i fraksjon A

Forsøket ble utført som vist i tabell 2.7.

10 � M soman

Kontroll X Kontroll A

25 min 5 min 5min 5min

00:25 00:30 0:35 00:40

Tabell 2.7: Skjema for frisetting av endogene aminosyrer ved kjemisk stimulering og perfusjon
med 10 � M soman i buffer. Perfusjonsbuffer i tidsintervallene “Kontroll” ble ikke samlet. Fraksjon
X er oppsamling av perfusjonsbuffer fra ustimulerte kontrollfraksjoner. Fraksjon A ble samlet
under kjemisk stimulering. Hippokampusskivene ble perfundert av buffer tilsatt 10 � M soman,
5 minutter før og under innsamling av fraksjon A. Nederste linje i figuren angir total tid ved
avslutning av ulike fraksjoninnsamlinger. Forsøket varte totalt i 40 min.

Hvert forsøk bestod av 6 paralleller. Parallell en og to utgjorde kontrollforsøk
og ble perfundert med KCl-buffer uten soman i fraksjon A. Parallell tre til seks ble
perfundert med 10 � M soman 5 minutter før og under stimulering i A. Kjemisk
stimulering i A ble utført med varierende konsentrasjon av KCl (5-100 mM) i
perfusjonsbuffer.

2.5 In vivo mikroinjeksjon av soman i rottehippo-
kampus

In vivo mikroinjeksjon i hippokampus ble utført på 17 wistar hann rotter (340-
380 g). Dyrene ble operert under kirurgisk anestesi (4,5 mg/kg diazepam, 0,28
mg/kg fentanyl og 0,9 mg/kg fluanison, injisert intraperitonalt) med hodet festet
i stereotakse (figur 2.3). Bipolar elektrode som registrerte elektrisk feltpotensial
ble implantert i korncellelaget i GD og pyramidecellelaget i CA1 (3,2 mm bak
bregma, 2 mm lateralt fra midtlinjen og 3 mm dybde fra dura mater). Elektrodene
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var laget av to sølvvaiere (300 � M i diameter) isolert helt frem til spissen og lod-
det til hver sin “male” gullplugg. Elektrodene ble tvunnet sammen og kuttet slik
at elektrodespissen i CA1 var 0,7 mm korterer en elektrodespissen i GD og im-
plantert med 1,5 mm mellomrom fra hverandre. Elektrodene ble implantert med
den lengste elektrodenspissen posterior og i 25

�

vinkel fra midtlinjen til ante-
rior elektrode. I tillegg ble en guidekanyle av G35 sprøytespiss (0,5 mm ytre dia-
meter, 11 mm lengde) implantert i korncellelaget i GD i høyre hippokampus (5
mm bak bregma, 3,5 mm lateralt fra midtlinjen og 3 mm dybde fra dura mater).
Elektrodekontaktene ble festet i plastbrikker som ble støpt på plass i skalletaket
med Durelon sement. Dyrene hadde en recoveryperiode på minimum 7 dager før
start av forsøket.

Figur 2.3: Rotte i stereotakse under implantering av bipolar elektrode.

Feltpotensial EEG i hippokampus ble registrert gjennom hele forsøket v.h.a
en polygraf med papirutskrift (Grass model 7P5A, Grass instrument, Co). Regi-
strering ble foretatt ved unipolar registrering fra korncellelaget i GD og pyramide-
cellelaget i CA1. Ved forsøkets start ble basal thetaamplitude og frekvens (4-12
Hz) ved ulik adferd, samt “Large Irregular Amplitude” (LIA) bestemt før mikro-
injeksjon av 1 � l 0,9 % NaCl (kontroll, n=6), 1 nmol soman løst i 1 � l 0,9 % NaCl
(n=9), eller 10 nmol soman løst i 1 � l 0,9 % NaCl (n=2), via en G30 sprøytespiss
(0,3 mm ytre diameter, 12 mm lang) gjennom guidekanylen. Injeksjonshastighet-
en på CMA/100 mikropumpen (Carnegie medicin AB, Sverige) var 1 � l/min og
injeksjonsnålen ble stående i 1 minutt etter injeksjonen var fullført før den ble
fjernet fra guidekanylen. Basal thetaamplitude og LIA før injeksjon ble definert
som 100 % og avlesning av amplituder etter injeksjon ble bestemt som prosent av
basalamplitude. Rottene måtte utføre samme bevegelse før og etter injeksjon og
utslagene måtte være tydelige og klare på EEG utskriften for at avlesningen skulle
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bli godkjent. En avlesning innenfor hvert tidsintervall ble registrert. Thetaampli-
tude og frekvens ble avlest enten når rottene stod på bakbena, eller ved sammen-
hengende gange i mer enn 3 sekunder. LIA-amplitude ble bestemt når rottene stod
helt i ro. Avlesning ble utført i 45 minutter etter injeksjon, før rottene ble avlivet
ved dekapitering. Hjernen ble dissekert ut og analysene utført og gruppert som
vist i tabell 2.8.

Kontroll Soman Soman Bestemmelse av følgende parametre

0,9 % NaCl 1 nmol 10 nmol i hippokampus hos

(n=6) (n=9) (n=2) soman injiserte dyr og kontrolldyr

1 1 - Histokjemisk farging

Antall 5 8 2 AChE-aktivitet

dyr 4 5 2 Frisetting av ACh

(n) 4 5 2 Frisetting av aminosyrer

4 5 2 Totalinnhold av aminosyrer

Tabell 2.8: Analyser utført på hippokampusskiver fra rotter etter mikroinjeksjon av 1 � l 0,9 %
NaCl (kontroll) eller 1 nmol og 10 nmol soman løst i 1 � l 0,9 % NaCl, i hippokampus.

For alle analysene unntatt histokjemisk farging (beskrevet i avsnitt 2.9), ble
hippokampus dissekert frem, og skåret i 400 � m tykke skiver. Det ble tatt ut seks
prøver etter hvert forsøk (figur 2.4). Hver prøve bestod av to hippokampusskiver
skåret rett etter hverandre på en mikrotom. To prøver ble dissekert fra midten på
venstre dorsal hippokampus og fungerte som intern kontroll (V.H) for å under-
søke en eventuell spredning av soman fra injeksjonene i høyre hippokampus.
I høyre hippokampus ble det skåret kontinuerlig snitt sentralt fra midtlinjen
mellom venstre og høyre dorsal hippokampus, distalt til enden av høyre dorsale
hippokampus. Mellom hver tredje til fjerde snitt ble det tatt ut to skiver som utgjør
en prøve, totalt fire prøver (H1-H4). De fire prøvene fra høyre sides hippokampus i
hvert forsøk representerer derfor hippokampusskiver i ulik avstand fra injeksjons-
stedet, men med standardisert innbyrdes avstand fra hverandre.

Skivene ble plassert i nedkjølt oksygenert normalbuffer øyeblikkelig etter
disseksjon, og plassert to og to i hver av de seks perfusjonskammerene.
Stimulering og innsamling av fraksjoner ble utført som vist i tabell 2.9.

Hvert forsøk bestod av 6 paralleller. Parallell en og to var kontrollprøver fra
venstre dorsal hippokampus (V.H). Parallell tre til seks var hippokampusskiver fra
høyre dorsal hippokampus. Kjemisk stimulering i fraksjon A ble holdt konstant
på 66 mM KCl i perfusjonsbuffer. Fraksjonene ble samlet i eppendorfrør som
stod på is og satt i fryser. Fraksjonene ble frysetørket og løst i 190 � l destillert
vann og tilsatt 10 � l 20 � M DL-α-aminoadipinsyre. Etter sentrifugering ble 25 � l
av supernatanten analysert for innhold av ACh (avsnitt 2.6). Resterende superna-
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H4            H3 H2 H1

Høyre dorsal hippokampus Venstre dorsal hippokampus

K1   K2

= Omtrentlig plassering av bipolar elektrode i hippokampus

= Omtrentlig plassering av guide kanyle i hippokampus

Anterior

Posterior

Figur 2.4: Figuren illustrerer venstre og høyre dorsal hippokampus sett ovenfra etter disseksjon
fra rottehjerne. Figuren viser uttak av skiver fra rotte hippokampus mikroinjisert med 1 nmol
soman, 10 nmol soman eller 0,9 % NaCl. Fire prøver med lik avstand over hele høyre dor-
sal hippokampus ble tatt ut (H1-H4). To kontrollprøver ble tatt fra midten på venstre dorsal
hippokampus (K1 og K2). Figuren viser også penetreringsområdet for bipolar elektroder og guide-
kanyle i hippokampus.

Kontroll X Kontroll A

25 min 5 min 5min 5min

00:25 00:30 0:35 00:40

Tabell 2.9: Skjema for in vitro frisetting av endogene aminosyrer og ACh ved kjemisk
stimulering fra rotte hippokampusskiver, etter in vivo mikroinjeksjon av 1 � l 0,9 % NaCl med/uten
soman. Perfusjonsbuffer i tidsintervallene “Kontroll” ble ikke samlet. Fraksjon X, er oppsamling
av perfusjonsbuffer fra ustimulert kontroll. Fraksjon A ble samlet under kjemisk stimulering.
Nederste linje i figuren angir total tid under ved avslutning av ulike fraksjoninnsamlinger. Forsøket
varte totalt i 40 min

tant ble frysetørket og løst i 50 � l. Prøvene ble sentrifugert og 35 � l av det opp-
konsentrerte perfusatet analysert for innhold av aminosyrer på HPLC (avsnitt 2.7).
Hippokampusskivene ble homogenisert i 150 � l 20 mM Na-fosfat buffer (pH
7,4) og analysert for totalinnhold av aminosyrer, AChE-aktivtet (avsnitt 2.8) og
proteininnhold (avsnitt 2.10).
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2.6 ACh-analyse

For måling av endogen ACh ble det benyttet HPLC med elektrokjemisk deteksjon,
beskrevet av Stadler & Nesselhutt (1986).

HPLC- buffer:

Na2HPO4 0,1 M
NaH2PO4 0,1 M
TMA 5 mM
EDTA 0,1 mM

En HPLC-pumpe (Waters 510) leverte et konstant volum på 0,8 ml
�
min

HPLC-buffer gjennom systemet. Totalt injisert prøvevolum var 20 � l av de opp-
konsentrerte fraksjonene. I kolonnen (Biometra, Biomed analytik GmbH, Tysk-
land) separeres kolin og acetylkolin, som passerer gjennom en enzymreaktor (Bio-
metra) med imobilisert acetylkolinesterase og kolin oksidase (figur 2.5). ACh blir
i analysen hydrolysert til kolin og acetat. Kolin ble viderer omdannet av kolin
oksidase til H2O2 og betain før deteksjon av H2O2 i den elektrokjemiske detek-
toren (JN1 fra BCMA, Göttingen, Tyskland). Konsentrasjonen av H2O2 er derved
direkte korrelert til konsentrasjonen av ACh i prøven.

Buffer

Pumpe

(0,8 ml/min)

20 µl

Prøve

Kolonne
ACh Acetyl + Cholin

AChE

Choline
Choline oksidase

H2O2 + Betain

Detektor

avleser

Skriver

Elektrokjemisk detektor

Auxiliar elektrode

Platina elektrode

Referanse

elektrode

Enzym reaktor

Figur 2.5: Skissen viser HPLC med elektrokjemisk detektor for bestemmelse av
ACh.
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For bestemmelse av mengde ACh i prøven ble detektoren kalibrert med en
eksternstandard med kjent mengde ACh (2 pmol). Mengde ACh ble beregnet etter
formel (2.1).

ACh frisatt(pmol
�
mg

�
min)=

ACh i prøve(pmol) x Totalt prøvevol( � l)

Prøve vol( � l) x Protein(mg) x Tid frak innsamling(min)
(2.1)

2.7 Aminosyre analyse

Frisetting og totalinnhold av aminosyrer i hippokampusskiver ble analysert på
omvendt fase HPLC med fluorimetrisk deteksjon og auto-sampler. Aminosyrene
fluoriserer ikke i seg selv og måtte derfor derivatiseres med ortho-phtaldialdehyd
(OPA) og 2-merkaptoetanol. OPA og 2-merkaptoetanol danner fluoriserende
derivater med primære aminogrupper.

Kromatografi

Instrumenter
Kromatograf: Hewlett Packard 1050
Detektor: CMA/280 Fluorescens detektor
Integrator: Hewlett Packard 35900E

Kolonne
Cromspher CT8 (Chrompack, Instrumentteknikk A.S, Norge)
Lengde: 250 mm
Indre diameter: 3 mm
Partikkelstørrelse: 5 � m

Det ble benyttet gradient eluering, og den mobile fasen bestod av:

Fase A:
5 % Fosfatbuffer (pH 5,4)
15 % Metanol

Fase B:
100 % Metanol

Gradienten startet med 90 % fosfatbuffer og 10 % metanol, endret seg gradvis
til 25 % fosfatbuffer og 75 % metanol over 30 minutter, for så å øke til 90 %
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fosfatbuffer og 10 % metanol.

OPA-reagens
0,1 g o-phtaldialdehyd
1,0 ml metanol
100 � l 2-mercaptoetanol
4,0 ml Dobbel dest. H2O
5,0 ml 0,8 M H3BO3, pH 12

Stoppreagens
2,0 M NaH2PO4

Aminosyrene ble derivatisert med OPA-reagens før injeksjon på kolonnen.
10 � l OPA-reagens ble mikset med 35 � l prøve i 1 minutt før 5 � l stoppreagens
ble tilsatt. Stoppreagens senker pH og stopper bindingen av OPA til primære
aminer. Totalt prøvevolum på 45 � l ble injisert på kolonnen. Eksternstandard
bestod av 1 � M løsning av aminosyrene: glutation, aspartat, glutamat, glutamin,
alanin, taurin, GABA og DL-α-aminoadipinsyre. Eksternstandard ble injisert
mellom ca hver 6 prøve for å bestemme retensjonstiden og responsfaktorene
for de enkelte aminosyrene. Responsfaktoren for de enkelte aminosyrene, ble
bestemt av forholdet mellom arealet av aminosyren og α-aminoadipinsyre i den
eksterne standarden. Internstandard som ble benyttet var DL-α-aminoadipinsyre.
Mengden av de ulike aminosyrene (AS) i prøvene ble beregnet som vist i
formel 2.2, ved å dividere arealet under kurven i kromatogrammet for de enkelte
aminosyrene i prøven, med arealet av internstandard med kjent konsentrasjon.
Multiplisering med responsfaktor ble utført for å korrigere for varierende utslag
på detektoren for de ulike aminosyrene.

Mengde AS(nmol)=
Areal AS x Intern Std(nmol) x Responsfaktor

Areal Intern Std
(2.2)

Total frisetting av aminosyrer fra hippokampusskivene ble beregnet som vist
i formel 2.3. Aminosyremengden fra formel 2.2, multipliseres med totalt
prøvevolum og divideres med prøvevolumet (35 � l), for å bestemme den totale
aminosyremengden i perfusatet. Ved å dividere på tiden for perfusat innsamling
(5 min) og proteinmengde (mg) i hippokampusskivene ble frisettingen av amino-
syrer per mg protein og minutt bestemt.

AS frisatt(pmol/mg/min)=
AS i prøve(nmol) x Totalt prøvevol( � l) x 1000 pmol/nmol

Prøve vol( � l) x Protein(mg) x Tid frak innsaml(min)
(2.3)
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For in vivo forsøkets analyse av endogen aminosyrefrisetting (avsnitt 2.5) multi-
pliseres verdien for frisatt aminosyre med 200 � l

175 � l etter som 25 � l fjernes for analyse
av ACh, fra 200 � l totalt prøve volum etter første frysetørking. I utregningen av
totalt aminosyreinnhold i hippokampusskivene fjernes tidsfaktoren for perfusat
innsamling og svaret får dermed enheten (pmol/mg).

Proteinfelling i hippokampushomogenat

Før hippokampushomogenat fra in vivo forsøket ble analysert for totalt aminosy-
reinnhold på HPLC måtte alle proteiner fjernes ved proteinfelling.

Fellingsløsning:

Perklorsyre 3,5 %
NaH2PO4/Na2HPO4 5 mM
α-AAA 1 � M

30 � l homogenat ble tilsatt 1 ml fellingsløsning. Løsningen ble sentrifugert i
5 minutter ved 12.000 rpm og supernatanten ble overført til 15 ml sentrifugerør.
Løsningen ble pH-justert til mellom 6,5 og 7,5 med en KOH-løsning. Løsningen
ble sentrifugert på nytt, og supernatanten overført til 2 ml eppendorfrør og fryse-
tørket. Prøven løses i 200 � l destillert vann, sentrifugeres og 35 � l av super-
natanten ble analysert på HPLC for bestemmelse av aminosyreinnhold.

2.8 Måling av AChE- og BuChE-aktivitet

For å forsikre at AChE- og BuChE-aktiviteten i hippokampusskivene var til-
strekkelig inhibert (80-95 %) ved perfusjon og ved preinkubering med soman,
ble AChE- og BuChE-aktiviteten i skivene målt. For analyse av kolinesterase-
aktivitet ble det benyttet en radiokjemisk metode beskrevet av Sterri & Fonnum
(1978). Homogenat av hippokampus ble inkubert med et substrat som inneholdt
[14C]-ACh i 15 min. Reaksjonen ble stoppet med 10 mM Na-fosfat buffer (pH 7,4)
og graden av kolinesterase hemming ble bestemt ved sammenlikning med blind-
prøver uten homogenat. For bestemmelse av AChE-aktivitet ble prøvene inku-
bert med ethopropazin tilsatt i substratet for å inhibere BuChE. Aktiviteten ble
beregnet ut fra proteininnholdet i hippokampusskivene og inkubasjonstiden for
substratet med 14C-ACh (15 min)(AChE-aktivitet/mg protein/minutt).
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Substrat
14C-AChE 10 � Ci/ml 10 � l
Acetylkolin iodide 7,8 mM 250 � l
Na-fosfat buffer pH 7,4 20 mM 500 � l

Substrat med ethopropazin
14C-AChE 10 � Ci/ml 10 � l
Acetylkolin iodide 7,8 mM 250 � l
Ethopropazin 0,3 mM 500 � l

TOAP i isoamylalkohol
Ortho-fosforsyre 0,25 M 35,7 ml tilsettes i 2 liter vann
TOA 0,2 M 70,7 g i 1 liter isoamylalkohol

TOAP (Tri-n-Octyl-Amine-Phosphate) ble blandet minst 1 dag i forveien. 1
del TOA (Tri-n-Octyl-Amine) og 2 deler fosforsyre ble ristet godt, og stod i minst
1 døgn slik at det ble etablert en organiskfase og en vannfase. Den øverste fasen
var TOAP i isoamylalkohol.

For analyse av enzymaktiviteten ble 6 paralleller for hver prøve benyttet
hvorav, 3 paralleller ble brukt for bestemmelse av total kolinesteraseaktivitet
og 3 for bestemmelse av AChE-aktivitet. I tillegg ble blindprøver analysert.
Hver parallell ble tilsatt 10 � l substratløsning (3 med og 3 uten ethopropazin).
Blindprøvene ble tilsatt 10 � l 20 mM Na-fosfat buffer og de øvrige prøvene ble
tilsatt 10 � l hippokampushomogenat. Etter risting i whirl-mixer, ble prøvene
inkubert i 15 minutter i vannbad (30

�

C). Reaksjonen ble stoppet ved overføring
av reaksjonsrøret til tellerør, og iskald 1 ml 0,1 M Na-fosfat buffer (pH 7,4) ble
sprøytet ned i reaksjonsrørene. Deretter ble 10 ml tellevæske og 4 ml TOAP tilsatt
hvert tellerør, og 14C-acetyl fra hydrolysert ACh diffunderer over i den organiske
fasen. Prøvene ble satt til telling for registrering av β -stråling.

2.9 Histokjemisk farging av hjerneskiver

For å påvise kolinerge synapsers utbredelse i ulike områder av hippokampus og
inhibering av AChE i ulike hjerneområder etter in vivo mikroinjeksjon av soman,
ble det benyttet en metode for histokjemisk farging av AChE i hjerneskiver
beskrevet første gang av Koelle & Fridenwald (1949) og senere modifisert
av Shute & Lewis (1961) . Påvisning av AChE i hjernevev er en god indikasjon
på lokalisering av kolinerge synapser.
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Løsninger:

Na-Acetatbuffer 200 mM
Na-acetat 200 mM ca 280 ml
Iseddik 200 mM ca 120 ml
Blandes sammen til pH 5,0

Stamløsning
Na-acetat buffer 125 ml
Glycin 64 mM 125 ml
CuSO4 8 mM 250 ml
pH justeres til 5,0

Inkubasjonsmedium
Acetylthiokolinjodid 175 mg
Ethopropazin 9 mg
Stamløsning 150 ml

Na2S 1%
1,0 g Na2S løses i 100 ml H2O og pH justeres til 7,2.

Dag 1: Dyret ble avlivet ved dekapitering. Skalletaket ble åpnet med saks
og hjernen tatt ut. Horisontalsnitt av marsvinhjerne ble utført for å dokumentere
tilstedeværelse av kolinerge fibre til hippokampus. For rottene i mikroinjeksjons-
forsøket ble koronalsnitt av en hjerne fra kontrollgruppen (mikroinjisert 0,9 %
NaCl) sammenliknet med koronalsnitt av en hjerne fra rotte mikroinjisert med
1 nmol soman i hippokampus for å bekrefte i hvor stor grad soman hadde
diffundert fra injeksjonsstedet. Hjernene ble nedfryst med CO2 og oppbevart
i fryser før snitting i kryostat. I kryostaten ble hjernesnitt på 40 � m skåret til.
Snittene ble tørket ved romtemperatur i minst 1 time og satt til inkubering i
inkubasjonsmediumet over natten. Ethopropazin binder seg til BuChE og hemmer
disse slik at binding av acetylthiokolinjodid blir spesifikk til AChE.

Dag 2: Snittene ble skyllt i destillert H2O og farget i 1 % Na2S til brun
farge (ca 1 min). Snittene ble så skyllt noen ganger i dest H2O og fiksert i 3,5 %
formalin over natten.

Dag 3: Snittene ble skyllt i destillert H2O for å fjerne all formalin. De-
hydrering i økende % alkoholløsning og histoclear ble utført etter følgende
skjema:



KAPITTEL 2. MATERIALE OG METODER 36

50% Alkohol x 1 skål
70% Alkohol x 2 skåler
96% Alkohol x 2 skåler
100% Alkohol x 2 skåler
Histoclear x 2 skåler

Etter dehydrering ble snittene tilsatt en dråpe histomount og ferdig montert
med dekkglass.

2.10 Proteinbestemmelse

Proteininnholdet i hippokampusskivene ble målt etter metode beskrevet av Lowry
et al. (1951). Metoden er basert på en to-stegs fargereaksjon mellom fosfomolyb-
dationer og kobberbehandlete proteiner i basisk miljø.

Følgende reagenser ble tillaget:

A: 2% Na2CO3 i 0,1 M NaOH
B: 0,5% CuSO4x5H2O
C: 1 % K(Na)tartrat i destillert vann

Stoppreagens: 1 del Folin-Ciocalteu reagens + 1 del destillert vann
Bruksreagens: 1 del B + 1 del C + 98 deler A
Standardprotein: Bovint serum albumine (BSA) (0,5 mg/ml)

200 � l destillert vann ble tilsatt i hvert reagensrør. Tre paralleller for hver
standard og homogenat ble analysert. Standardkurve med BSA ble etablert ut
i fra måling av proteinmengde lik 10, 15 20 og 25 � g protein i separate rør.
5 � l hippokampushomogenat ble tilsatt til separate prøverør. Alle rørene ble
inkubert med 1 ml bruksreagens i 10 min, før 100 � l stoppreagens ble tilsatt.
Etter minimum 30 minutter ble absorbansen i hver prøve avlest ved 750 nm i et
UV-1201 spektrofotometer med gjennomstrømningskyvette (Shimadzu corpora-
tion, Japan). Standardprøvene ble benyttet til å bestemme standardkurven. Totalt
proteininnhold i skivene ble beregnet etter formel 2.4:

Proteinmengde(mg)=
Protein prøve( � g) x Totalt homogenat vol( � l)

Prøve vol( � l) x 1000 � g
�
mg

(2.4)
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2.11 Statistikk

Alle data er presentert som gjennomsnitt
�

SD og ble bearbeidet og fremstilt gra-
fisk ved bruk av Graph Pad Prism (versjon 3.0). For å sammenlikne to behandling-
er ble Student’s t-test benyttet. For å sammenlikne flere grupper med en kontroll
ble det anvendt en-veis variasjonsanalyse (one-way ANOVA) med Dunnett‘s test
som post-test. Ettersom de fleste forsøkene og analysene var svært tidkrevende,
ble bare noen få forsøk gjentatt tilstrekkelig antall ganger for å utføre sikre statis-
tiske analyser. Student’s t-test og en-veis variasjonsanalyse ble alikevel gjennom-
ført selv om antall forsøk/registreringer kunne være så lav som n=2. Forskjeller
ble vurdert som statistisk signifikante når p<0.05 (*: p<0.05, **: p<0.01). Ikke-
lineær regresjonsanalyse ble benyttet på resultatene fra frisetting av 3H-glutamat
og endogen ACh.
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Resultater

3.1 In vitro frisetting av 3H-glutamat fra marsvin
hippokampusskiver

I denne oppgaven ønsket vi å undersøke effekter av soman eksponering in vitro på
hippokampus og utvikle dette som modell for å studere betydningen av glutamat i
skadeutviklingen ved somanforgiftning. For å etablere modellen ble det gjennom-
ført en rekke eksperimenter for å undersøke effekten av både kjemisk (KCl) og
elektrisk stimulering på frisettingen av 3H-glutamat fra marsvin hippokampus-
skiver. Depolarisering antas å være nødvendig for å kunne registrere en eventuell
endring i frisettingen av 3H-glutamat fra hippokampusskiver eksponert for soman.
Videre var det viktig å få bestemt hvilken stimuleringsintensitet som gir 50 % av
maksimal frisetting (ED50). Ved stimulering med en intensitet tilsvarende ED50
kan vi observere både en eventuell økning eller reduksjon i 3H-glutamatfrisetting
som følge av soman eksponering. Måling av frisatt 3H-glutamat ble gjennomført
som beskrevet i avsnitt 2.4.1.

3.1.1 3H-glutamatfrisetting ved kjemisk stimulering

Figur 3.1 viser frisetting av 3H-glutamat ved stimulering med økende KCl-
konsentrasjon i buffer i fraksjon B. Frisettingen økte gradvis fra 0 % ved perfusjon
med normalbuffer (5 mM KCl) til en maksimal frisetting ved perfusjon med 100
mM KCl. Konsentrasjonen av KCl som gir 50 % av maksimal respons (ED50),
ligger i konsentrasjonsområdet fra 70 til 75 mM KCl.

38
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Figur 3.1: Frisetting av 3H-glutamat fra marsvin hippokampusskiver ved økende kjemisk
stimulering i fraksjon B. Verdiene er presentert som % av frisetting etter stimulering i fraksjon A
( x̄ � SD). n=8 for 5 og 50 mM, n=2 for 25 mM, og n=4 for 75, 100 og 125 mM.

3.1.2 3H-glutamatfrisetting ved elektrisk stimulering og effekt
av soman

Figur 3.2 viser frisetting av 3H-glutamat ved elektrisk stimulering og perfusjon
med normalbuffer med og uten soman i fraksjon B. Frisettingen økte gradvis fra
0 % uten stimulering (basalfrisetting) til maksimal frisetting ved stimulering med
10 Hz. Ved perfusjon med soman under elektrisk stimulering i fraksjon B ble
det ikke registrert noen signifikant endring i frisetting av 3H-glutamat i forhold
til kontrollforsøk for hver av stimuleringsfrekvensene (0-20 Hz). Dette indikerer
at soman ikke påvirker frisetting av 3H-glutamat fra hippokampusskivene under
elektrisk stimulering. Stimuleringsfrekvensen som gir 50 % av maksimal friset-
ting (ED50) er ca 2 Hz for både kontrollforsøk og forsøk hvor hippokampus-
skiver ble perfundert med soman. Tabell 3.1 viser frisetting av 3H-glutamat ved
elektrisk stimulering med 20 Hz i fraksjonene A og C. Det ble ikke registrert
signifikante endringer frisettingen av 3H-glutamat ved elektrisk stimulering med
20 Hz i fraksjon C mellom kontrollforsøk og i forsøk hvor hippokampusskiver
hadde blitt perfundert med 10 � M soman i fraksjon B.
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Figur 3.2: Frisetting av 3H-glutamat fra hippokampusskiver perfundert med normalbuffer
(kontroll), og normalbuffer tilsatt 10 � M soman i fraksjon B (soman). Verdiene er presentert
som % av frisettingen etter stimulering i fraksjon A ( x̄ � SD). 0 Hz (kontroll: n=2 og soman:
n=5), 0,1 Hz (kontroll: n=2 og soman: n=0), 0,5 Hz (kontroll: n=3 og soman: n=5), 1 Hz (kontroll:
n=6 og soman: n=4), 2 Hz og 3 Hz (kontroll: n=2 og soman: n=2), 5 Hz, 10 og 20 Hz (kontroll:
n=4 og kontroll: n=4) og 30 Hz (kontroll: n=2 og soman: n=0).

Frisatt 3H-glu ved stimulering av hippokampusskiver

Prøve Kontroll 10 � M soman

A 100
�

0 100
�

0
B - -
C 108

�
23 104

�
20

Tabell 3.1: Frisetting av 3H-glutamat fra marsvin hippokampusskiver perfundert med normal-
buffer (kontroll) eller normalbuffer tilsatt 10 � M soman i fraksjon B. Skivene er elektrisk stimulert
i fraksjonene A, B og C. Fraksjonene A og C er stimulert med 20 Hz, mens fraksjon B er
stimulert i frekvensområdet 0-30 Hz (se figur 3.2). Verdiene er presentert som % av frisettingen
etter stimulering i fraksjon A ( x̄ � SD). n=24 for alle verdiene i A og C.
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3.1.3 Ca2 � -avhengig frisetting av 3H-glutamat ved kjemisk og
elektrisk stimulering

For å undersøke hvor stor andel av den totale 3H-glutamatfrisettingen som ble
frisatt fra et nevronalt lager av nevrotransmitter, ble skivene stimulert kjemisk og
elektrisk under perfusjon av buffer med lav Ca2

�

(0,1 mM) som vist i figur 3.3.
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Figur 3.3: Frisetting av 3H-glutamat fra marsvin hippokampusskiver perfundert med normal-
buffer (kontroll) eller normalbuffer med lav Ca2 � . Skivene ble stimulert kjemisk med 75 mM KCl
i buffer (KCl) eller elektrisk med 20 Hz (El. stim). Effekten av 1 � M ω-conotoxin GVIA og 1 mM
EGTA i buffer med lav Ca2 � ble også undersøkt. Verdiene er presentert som % av frisetting etter
stimulering i fraksjon A ( x̄ � SD). Ved signifikante forskjeller: **p<0.01.

Ved perfusjon med buffer med lav Ca2
�

under kjemisk og elektrisk stimulering
i fraksjon B ble frisettingen av 3H-glutamat signifikant redusert i forhold til
kontroll (p<0.01). Ved kjemisk stimulering ble frisettingen redusert med 39 %
ved perfusjon med lav Ca2

�

-buffer (0,1 mM Ca2
�

) i forhold til kontrollforsøk (2
mM Ca2

�

). Differansen økte ytterligere til 49 % når buffer med lav Ca2
�

ble til-
satt 1 � M ω-conotoxin GVIA. Ved elektrisk stimulering var differansen på hen-
holdsvis 41 % ved perfusjon med lav Ca2

�

-buffer og 48 % ved perfusjon med
lav Ca2

�

-buffer tilsatt 1 � M ω-conotoxin GVIA. Ved perfusjon med lav Ca2
�

-
buffer tilsatt 1 mM EGTA var frisettingen av 3H-glutamat økt med ca 5 % ved
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kjemisk stimulering i forhold til frisettingen ved perfusjon av buffer med lav Ca2
�

.
Frisettingen av 3H-glutamat var tilbake til mer enn 85 % ved stimulering i fraksjon
C ved pefusjon med normal Ca2

�

-buffer for alle forsøk.

3.2 Endogen ACh-frisetting fra marsvin
hippokampus skiver

Frisetting av endogen ACh ved elektrisk stimulering i fraksjon B er vist i figur 3.4.
Frisettingen økte gradvis fra 0 pmol fra ustimulerte hippokampusskiver (basal-
frisetting) til en maksimal frisetting av ACh mellom 10 og 30 Hz. Maksimal fri-
setting var på mellom 4,0 og 4,5 pmol ACh/mg protein x minutt. Stimulerings-
frekvensen som gav 50 % frisetting av ACh (ED50) er mellom 2 og 3 Hz.
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Figur 3.4: Frisetting av endogen ACh fra marsvin hippokampusskiver ved elektrisk stimulering
i fraksjon B. Verdiene er presentert som pmol ACh/mg protein x minutt ( x̄ � SD). n=4 for 0.1, 0.5,
1.0 og 30 Hz, n=6 for 5 og 10 Hz.

3.3 Effekt av soman på endogen aminosyrefrisetting
fra marsvin hippokampusskiver

Ettersom jeg ikke kunne registrere en effekt av soman på stimulert frisettingen av
3H-glutamat var det naturlig å undersøke om soman eksponering av hippokampus-
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skiver endret frisettingen av de endogene nevrotransmitteraminosyrene glutamat
og GABA og hvorvidt dette også påvirket frisetting av andre endogene aminosyrer
som glutamin og alanin. Frisetting av aminosyren aspartat ble også registrert, men
resultatene er ikke tatt med ettersom frisatt mengde aspartat var svært lav og ofte
under deteksjonsgrensen for HPLC-analysen. Forsøkene ble utført som beskrevet
i avsnitt 2.4.3.

3.3.1 Stimulering i fraksjon A, B og C

For å bestemme eventuelle endringer i aminosyrefrisetting ved de samme beting-
elsene som i studiene av frisetting av 3H-glutamat, ble skivene stimulert etter ett
tilsvarende skjema som for frisetting med 3H-glutamat med stimulering i fraksjon-
ene A, B og C. Skivene ble perfundert med 10 � M soman i buffer eller uten soman
i buffer (kontroll), 5 minutter før og under stimulering i fraksjon B.

Elektrisk stimulering

Frisetting av aminosyrene glutamat, GABA, glutamin og alanin fra marsvin
hippokampusskiver ved elektrisk stimulering i fraksjon B er vist i figurene 3.5-3.8.
Elektrisk stimulering i frekvensområdet 1-20 Hz (fraksjon B) gav ikke signifikante
endringer i frisettingen av aminosyrene glutamat, GABA, glutamin og alanin i for-
hold til ustimulert basalfrisetting (fraksjon Y). Dette var tilfelle både ved perfusjon
med soman i normalbuffer (10 � M) og ved perfusjon med normalbuffer uten
soman i fraksjon B (kontroll).
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Figur 3.5: Frisetting av endogen glutamat fra marsvin hippokampusskiver ved elektrisk
stimulering i fraksjon B sammenliknet med basalfrisetting i fraksjon Y. Skivene ble perfundert
med normalbuffer (Kontroll) eller 10 � M soman (Soman) i fraksjon B. Verdiene er presentert som
pmol glu/mg protein x min ( x̄ � SD), n=2 for alle verdiene.
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Figur 3.6: Frisetting av endogen GABA fra marsvin hippokampusskiver ved elektrisk
stimulering i fraksjon B sammenliknet med basalfrisetting i fraksjon Y. Skivene ble perfundert
med normalbuffer (Kontroll) eller 10 � M soman (Soman) i fraksjon B. Verdiene er presentert som
pmol GABA/mg protein x min ( x̄ � SD), n=2 for alle verdiene.
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Figur 3.7: Frisetting av endogen glutamin fra hippokampusskiver ved elektrisk stimulering i
fraksjon B sammenliknet med basalfrisetting i fraksjon Y. Skivene ble perfundert med normal-
buffer (Kontroll) eller 10 � M soman (Soman) i fraksjon B. Verdiene er presentert som pmol gln/mg
protein x min ( x̄ � SD), n=2 for alle verdiene.
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Figur 3.8: Frisetting av endogen alanin fra hippokampusskiver ved elektrisk stimulering i
fraksjon B sammenliknet med basalfrisetting i fraksjon Y. Skivene ble perfundert med normal-
buffer (Kontroll) eller 10 � M soman (Soman) i fraksjon B. Verdiene er presentert som pmol ala/mg
protein x min ( x̄ � SD), n=2 for alle verdiene.
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Kjemisk stimulering

Figurene 3.9-3.12 viser differansen mellom pmol aminosyre frisatt/mg protein x
minutt fra marsvin hippokampusskiver ved kjemisk stimulering med KCl-buffer
(fraksjon B) og ved ustimulert basalfrisetting (fraksjon Y). Tabellene 3.2-3.5 viser
totalfrisetting av aminosyrer i fraksjon B ved kjemisk stimulering med KCl-buffer.

Differanse mellom kjemisk stimulert frisetting og basalfrisetting:

Glutamat (figur 3.9): Det ble ikke observert en endring i frisetting av endogen
glutamat fra hippokampusskiver ved kjemisk stimulering før konsentrasjonen
av KCl i buffer var minimum 75 mM. Stimulering med 100 mM KCl økte ikke
frisettingen av glutamat i forhold til 75 mM KCl verken fra hippokampusskiver
perfundert med soman i buffer (10 � M) eller skiver perfundert uten soman i
buffer (kontroll). Det var en reduksjon i frisatt glutamat fra hippokampusskiver
perfundert med soman sammenliknet med kontroll ved stimulering med 75 og
100 mM KCl og denne reduksjonen var signifikant ved stimulering med 75 mM
KCl (p<0.05).

GABA (figur 3.10): Frisettingen av GABA fra hippokampusskiver perfundert
uten soman (kontroll) viste en konsentrasjonsavhengig økning med økende
KCl-stimulering opptil stimulering med 75 mM KCl. Stimulering med 100
mM KCl økte ikke frisettingen av GABA i forhold til 75 mM KCl verken fra
hippokampusskiver perfundert med soman i buffer (10 � M) eller i kontrollforsøk.
For hippokampusskiver perfundert med soman var det en økning i GABA-
frisetting ved stimulering fra 5 til 50 mM KCl som var omtrent uendret ved
høyere stimuleringer. Det var en reduksjon i frisatt GABA fra hippokampusskiver
perfundert med soman sammenliknet med kontrollforsøk ved stimulering med 75
mM KCl, men denne reduksjonen var ikke signifikant.

Glutamin (figur 3.11): Frisettingen av glutamin fra hippokampusskiver
perfundert med buffer uten soman (kontroll) viste en konsentrasjonsavhengig
økning med økende KCl-stimulering opptil stimulering med 75 mM KCl. Diffe-
ransen mellom basalfrisetting og KCl-stimulert frisetting (11,9-40,3 pmol/mg
protein x min) var imidlertid liten i forhold til basalfrisetting (123,0-326,9
pmol/mg protein x min). For hippokampusskiver perfundert med soman i buffer
(10 � M) ble det ikke påvist en økning i glutaminfrisettingen ved KCl-stimulering
i forhold til basalfrisetting.

Alanin (figur 3.12): De foreliggende forsøkene viste at det ikke var noen
klar korrelasjon mellom alaninfrisetting og økende KCl-stimulering fra verken
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hippokampusskiver perfundert med buffer uten soman (kontroll) eller buffer med
soman (10 � M). Det var en signifikant reduksjon i frisatt alanin fra hippokampus-
skiver perfundert med soman, sammenliknet med kontrollforsøk ved stimulering
med 75 mM KCl (p<0.05).
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Figur 3.9: Differansen mellom endogen glutamat frisatt ved kjemisk stimulering og basal-
frisetting (fraksjon B minus fraksjon Y). Hippokampusskivene ble stimulert med KCl-buffer uten
soman (Kontroll) eller KCl-buffer med 10 � M soman (Soman) i fraksjon B. Verdiene er presentert
som pmol glu/mg protein x min ( x̄ � SD). Kontroll: n=2 for 5 og 66 mM KCl. For alle øvrige
verdier er n=4. Ved signifikante forskjeller: *p<0.05.

Frisatt glutamat ved stimulering av hippokampusskiver

[KCl] Kontroll Soman

5 mM 48,8
�

0,9 62,6
�

28,7
50 mM 50,3

�
6,5 47,3

�
14,8

66 mM 38,5
�

7,4 58,5
�

23,2
75 mM 132,5

�
22,2 95,6

�
3,9 *

100 mM 121,1
�

42,8 72,5
�

43,9

Tabell 3.2: Absoluttverdier for frisetting av endogen glutamat fra hippokampusskiver kjemisk
stimulert med KCl-buffer uten soman (kontroll) eller KCl-buffer med 10 � M soman (Soman) i
fraksjon B. Verdiene er presentert som pmol glu/mg protein x min ( x̄ � SD). Kontroll: n=2 for 5
mM og 66 mM KCl. For alle øvrige verdier er n=4. Ved signifikante forskjeller: *p<0.05.
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Figur 3.10: Differansen mellom endogen GABA frisatt ved kjemisk stimulering og basal-
frisetting (fraksjon B minus fraksjon Y). Hippokampusskivene ble stimulert med KCl-buffer uten
soman (Kontroll) eller KCl-buffer med 10 � M soman (Soman) i fraksjon B. Verdiene er presentert
som pmol GABA/mg protein x min ( x̄ � SD). Kontroll: n=2 for 5 og 66 mM KCl. For alle øvrige
verdier er n=4.

Frisatt GABA ved stimulering av hippokampusskiver

[KCl] Kontroll Soman

5 mM 24,8
�

2,7 28,5
�

7,7
50 mM 81,1

�
31,7 80,3

�
12,5

66 mM 109,4
�

47,4 105,0
�

50,7
75 mM 169,1

�
66,1 90,6

�
14,3

100 mM 117,9
�

42,5 97,1
�

40,6

Tabell 3.3: Absoluttverdier for frisetting av endogen GABA fra hippokampusskiver kjemisk
stimulert med KCl-buffer uten soman (Kontroll) eller KCl-buffer med 10 � M soman (Soman) i
fraksjon B. Verdiene er presentert som pmol GABA/mg protein x min ( x̄ � SD). Kontroll: n=2 for
5 mM og 66 mM KCl. For alle øvrige verdier er n=4
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Figur 3.11: Differansen mellom endogen glutamin frisatt ved kjemisk stimulering og basal-
frisetting (fraksjon B minus fraksjon Y). Hippokampusskivene ble stimulert med KCl-buffer uten
soman (Kontroll) eller KCl-buffer med 10 � M soman (Soman) i fraksjon B. Verdiene er presentert
som pmol gln/mg protein x min ( x̄ � SD). Frisetting ved kjemisk stimulering � basalfrisetting for
Kontroll: 5 mM KCl og Soman: 5, 50, 75 og 100 mM KCl. Kontroll: n=2 for 5 og 66 mM KCl.
For alle øvrige verdier er n=4.

Frisatt glutamin ved stimulering av hippokampusskiver

[KCl] Kontroll Soman

5 mM 326,2
�

16,3 340,0
�

27,9
50 mM 258,8

�
80,2 198,4

�
21,3

66 mM 158,2
�

12,8 196,6
�

53,2
75 mM 304,3

�
39,0 250,3

�
20,3 *

100 mM 250,6
�

53,8 172,0
�

46,7

Tabell 3.4: Absoluttverdier for frisetting av endogen glutamin fra hippokampusskiver kjemisk
stimulert med KCl-buffer uten soman (Kontroll) eller KCl-buffer med 10 � M soman (Soman) i
fraksjon B. Verdiene er presentert som pmol gln/mg protein x min ( x̄ � SD). Kontroll: n=2 for 5
mM og 66 mM KCl. For alle øvrige verdier er n=4. Ved signifikante forskjeller: *p<0.05.
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Figur 3.12: Differansen mellom endogen alanin frisatt ved kjemisk stimulering og basalfrisetting
(fraksjon B minus fraksjon Y). Hippokampusskivene ble stimulert med KCl-buffer uten soman
(Kontroll) eller KCl-buffer med 10 � M soman (Soman) i fraksjon B. Verdiene er presentert som
pmol ala/mg protein x min ( x̄ � SD). Frisetting ved kjemisk stimulering � basalfrisetting for
Soman 66 mM KCl. Kontroll: n=2 for 5 og 66 mM KCl. For alle øvrige verdier er n=4. Ved
signifikante forskjeller: *p<0.05.

Frisatt alanin ved stimulering av hippokampusskiver

[KCl] Kontroll Soman

5 mM 103,2
�

10,7 130,3
�

49,6
50 mM 103,3

�
50,5 57,5

�
18,3

66 mM 52,5
�

12,9 52,0
�

8,6
75 mM 160,4

�
62,0 96,6

�
8,7

100 mM 89,9
�

38,4 56,5
�

23,2

Tabell 3.5: Absoluttverdier for frisetting av endogen alanin fra hippokampusskiver kjemisk
stimulert med KCl-buffer uten soman (kontroll) eller KCl-buffer med 10 � M soman (Soman) i
fraksjon B. Verdiene er presentert som pmol ala/mg protein x min ( x̄ � SD). Kontroll: n=2 for 5
mM og 66 mM KCl. For alle øvrige verdier er n=4
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For alle aminosyrene oppnås maksimal frisetting ved stimulering med 75 mM
KCl-buffer uten soman. Ved å øke konsentrasjonen av KCl i buffer fra 75 til
100 mM reduseres frisettingen av aminosyrene GABA, glutamin og alanin ved
perfusjon med KCl-buffer uten soman (kontroll). Ved stimulering med 75 og 100
mM KCl var frisettingen av aminosyrene glutamat, GABA, glutamin og alanin fra
hippokampusskiver lavere ved perfusjon med soman i buffer (10 � M) i forhold til
kontrollforsøk.

3.3.2 Stimulering kun i fraksjon A

Det ble også gjennomført en serie forsøk for å undersøke om kjemisk stimule-
ringen med 50 mM KCl-buffer i fraksjon A kamuflerte en eventuell endring i
frisetting av endogene aminosyrer i fraksjon B ved soman perfusjon. Det ble der-
for gjennomført forsøk der effekten av soman perfusjon på aminosyrefrisetting
ble registrert etter bare 35 min, uten en foregående kjemisk stimulering. Skivene
ble perfundert med 10 � M soman i buffer eller uten soman i buffer (kontroll), 5
minutter før og under stimulering i fraksjon A.

Kjemisk stimulering

Figurene 3.13-3.16 viser differansen mellom pmol aminosyre frisatt/mg protein x
minutt fra marsvin hippokampusskiver ved kjemisk stimulering med KCl-buffer
(fraksjon A) og ved ustimulert basalfrisetting (fraksjon X). Tabellene 3.6- 3.10
viser totalfrisetting av aminosyrer i fraksjon A ved kjemisk stimulering med
KCl-buffer.

Differanse mellom kjemisk stimulert frisetting og basalfrisetting:

Glutamat (figur 3.13): Frisettingen av glutamat viste en konsentrasjonsavhengig
økning med økende konsentrasjon av KCl fra hipokampusskiver perfundert med
soman i buffer (10 � M). Ved perfusjon med buffer uten soman (kontroll) var
frisettingen konsentrasjonsavhengig med økende KCl-konsentrasjon opptil 75
mM KCl, før frisettingen ble redusert ved stimulering med 100 mM KCl i forhold
til stimulering med 75 mM KCl. Frisettingen var lavere for soman perfunderte
skiver i forhold til kontrollforsøk ved stimulering med 50 og 75 mM KCl, mens
frisettingen var høyere enn i kontrollforsøk ved stimulering med 100 mM KCl,
men ingen av differansene var signifikante.

GABA (figur 3.14): Frisettingen av GABA viste en konsentrasjonsavhengig
økning med økende konsentrasjon av KCl fra hippokampusskiver perfundert
med soman i buffer (10 � M). Ved perfusjon med buffer uten soman (kontroll)
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var frisettingen konsentrasjonsavhengig med økende KCl-konsentrasjon opptil
75 mM KCl, før frisettingen ble redusert ved stimulering med 100 mM KCl
i forhold til stimulering med 75 mM KCl. Frisettingen var lavere for soman
perfunderte skiver i forhold til kontrollforsøk ved stimulering med 75 mM KCl,
mens frisettingen var høyere enn i kontrollforsøk ved stimulering med 100 mM
KCl, men ingen av differansene var signifikante.

Glutamin (figur 3.15): Frisetttingen av glutamin fra hippokampusskiver
perfundert med buffer uten soman (kontroll) viste en konsentrasjonsavhengig
økning med økende KCl-konsentrasjon opptil 75 mM KCl, før frisettingen
ble redusert ved stimulering med 100 mM KCl i forhold til stimulering med
75 mM KCl. For hippokampusskiver perfundert med soman i buffer (10 � M)
var det en økning i frisettingen fra stimulering med 5 til 50 mM KCl som var
omtrent uendret ved høyere stimuleringer. Differansen mellom basalfrisettingen
og KCl-stimulert frisetting (83,6-31,5 pmol/mg protein x min) var imidlertid liten
i forhold til basalfrisetting (183,3-333,4 pmol/mg protein x min). Frisettingen
var var lavere for soman perfunderte skiver i forhold til kontrollforsøk ved
stimulering med 50 og 75 mM KCl, og denne reduksjonen var signifikant ved
stimulering med 75 mM KCl (p<0.05).

Alanin (figur 3.16): De foreliggende forsøkene viste at det ikke var noen
klar korrelasjon mellom alaninfrisetting og økende KCl-stimulering fra verken
hippokampusskiver perfundert med buffer uten soman (kontroll) eller buffer med
soman (10 � M). Det ble ikke påvist signifikante endringer i frisettingen av alanin
fra hippokampusskiver perfundert med soman, sammenliknet med kontrollforsøk.

I likehet med frisetting av aminosyrer ved stimulering i fraksjonene A, B
og C oppnås maksimal frisetting av aminosyrene glutamat, GABA og glutamin
ved stimulering med 75 mM KCl-buffer uten soman. Ved å øke konsentra-
sjonen av KCl i buffer fra 75 til 100 mM reduseres frisettingen av aminosyrene
glutamat, GABA og glutamin ved perfusjon med buffer uten soman (kontroll). Ved
stimulering med 75 mM KCl var frisettingen av aminosyrene glutamat, GABA og
glutamin lavere ved perfusjon med soman i buffer i forhold til kontrollforsøk,
mens ved stimulering med 100 mM KCl var frisettingen av de samme amino-
syrene ved perfusjon med soman enten lik eller høyere enn i kontrollforsøk.
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Figur 3.13: Differansen mellom endogen glutamat frisatt ved kjemisk stimulering og basal-
frisetting (fraksjon A minus fraksjon X). Hippokampusskivene ble stimulert med KCl-buffer uten
soman (Kontroll) eller KCl-buffer med 10 � M soman (Soman) i fraksjon A. Verdiene er presentert
som pmol glu/mg protein x min ( x̄ � SD). Frisetting ved kjemisk stimulering � basalfrisetting for
Kontroll: 5 mM KCl. n=2 for Kontroll og n=4 for Soman. Ved signifikante forskjeller: *p<0.05.

Frisatt glutamat ved stimulering av hippokampusskiver

[KCl] Kontroll 10 � M soman

5 mM 35,0
�

5,7 49,1
�

33,4
50 mM 111,9

�
0,2 107,7

�
11,5

75 mM 155,1
�

10,3 120,1
�

28,1
100 mM 66,3

�
31,1 95,6

�
32,2

Tabell 3.6: Absoluttverdier for frisetting av endogen glutamat fra hippokampusskiver kjemisk
stimulert med KCl-buffer uten soman (Kontroll) eller KCl-buffer med 10 � M soman (Soman) i
fraksjon A. Verdiene er presentert som pmol glu/mg protein x min ( x̄ � SD). n=2 for Kontroll og
n=4 for Soman.
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Figur 3.14: Differansen mellom endogen GABA frisatt ved kjemisk stimulering og basal-
frisetting (fraksjon A minus fraksjon X). Hippokampusskivene ble stimulert med KCl-buffer uten
soman (Kontroll) eller KCl-buffer med 10 � M soman (Soman) i fraksjon A. Verdiene er presentert
som pmol GABA/mg protein x min ( x̄ � SD). n=2 for Kontroll og n=4 for Soman.

Frisatt GABA ved stimulering av hippokampusskiver

[KCl] Kontroll 10 � M soman

5 mM 15,0
�

0,5 10,9
�

12,8
50 mM 101,0

�
17,1 107,4

�
15,3

75 mM 188,7
�

16,8 132,4
�

32,3
100 mM 90,1

�
29,3 136,3

�
46,4

Tabell 3.7: Absoluttverdier for frisetting av endogen GABA fra hippokampusskiver kjemisk
stimulert med KCl-buffer uten soman (Kontroll) eller KCl-buffer med 10 � M soman (Soman) i
fraksjon A. Verdiene er presentert som pmol GABA/mg protein x min ( x̄ � SD). n=2 for Kontroll
og n=4 for Soman.
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Figur 3.15: Differansen mellom endogen glutamin frisatt ved kjemisk stimulering og basal-
frisetting (fraksjon A minus fraksjon X). Hippokampusskivene ble stimulert med KCl-buffer uten
soman (Kontroll) eller KCl-buffer med 10 � M soman (Soman) i fraksjon A. Verdiene er presentert
som pmol gln/mg protein x min ( x̄ � SD). n=2 for Kontroll og n=4 for Soman. Ved signifikante
forskjeller: *p<0.05.

Frisatt glutamin ved stimulering av hippokampusskiver

[KCl] Kontroll 10 � M soman

5 mM 267,5
�

60,0 188,6
�

34,9
50 mM 319,9

�
53,2 267,5

�
73,9

75 mM 417,0
�

13,7 294,4
�

75,6
100 mM 310,8

�
65,0 288,6

�
83,8

Tabell 3.8: Absoluttverdier for frisetting av endogen glutamin fra hippokampusskiver kjemisk
stimulert med KCl-buffer uten soman (Kontroll) eller KCl-buffer med 10 � M soman (Soman) i
fraksjon A. Verdiene er presentert som pmol gln/mg protein x min ( x̄ � SD). n=2 for Kontroll og
n=4 for Soman.
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Figur 3.16: Differansen mellom endogen alanin frisatt ved kjemisk stimulering og basalfrisetting
(fraksjon A minus fraksjon X). Hippokampusskivene ble stimulert med KCl-buffer uten soman
(Kontroll) eller KCl-buffer med 10 � M soman (Soman) i fraksjon A. Verdiene er presentert som
pmol ala/mg protein x min ( x̄ � SD). n=2 for Kontroll og n=4 for Soman.

Frisatt alanin ved stimulering av hippokampusskiver

[KCl] Kontroll 10 � M soman

5 mM 55,8
�

0,3 86,6
�

91,5
50 mM 106,4

�
13,4 91,1

�
23,2

75 mM 122,7
�

0,1 101,5
�

12,2
100 mM 54,3

�
13,9 68,1

�
34,0

Tabell 3.9: Absoluttverdier for frisetting av endogen alanin fra hippokampusskiver kjemisk
stimulert med KCl-buffer uten soman (Kontroll) eller KCl-buffer med 10 � M soman (Soman) i
fraksjon A. Verdiene er presentert som pmol ala/mg protein x min ( x̄ � SD). n=2 for Kontroll og
n=4 for Soman.

3.4 AChE- og BuChE-aktivitet

Tabell 3.10 viser AChE- og BuChE-aktivtitet i hippokampusskiver etter ulike in
vitro forsøk. AChE- og BuChE-aktiviteten i hippokampusskivene ble målt som
beskrevet i avsnitt 2.8. AChE- og BuChE-aktiviteten ble målt i både kontroll-
forsøk og i forsøk hvor kolinesteraseenzymene var hemmet med soman. AChE-
aktiviteten i skiver perfundert med 10 � M soman (frisetting av 3H-glutamat og
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endogene aminosyrer) var mellom 0,5 og 5,5 % av AChE-aktiviteten i skiver
perfundert uten soman i buffer (kontroll). For BuChE var den tilsvarende restak-
tivteten mellom 0 og 10 % . Dette er en hemmingsgrad som kan anses som en til-
nærmet fullstendig inhibering av kolinesteraseaktiviteten i hippokampusskivene.
Ved bestemmelse av ACh-frisetting ble alle skivene preinkubert i 1 � M soman i
30 minutter før forsøkets start. Sammenlikning med en kontroll uten soman var
derfor ikke mulig. Også i disse forsøkene kan vi anta omtrent fullstendig hemming
av kolinesteraseaktiviteten, ettersom aktiviteten av enzymene er svært lav (0,7 og
0,1 pmol ACh/mg protein x min) for henholdsvis AChE- og BuChE-aktiviteten.

Kolinesteraseaktivitet (pmol ACh/mg protein x min)

Kontroll Soman ekponert % av kontroll
Forsøk AChE BuChE AChE BuChE AChE BuChE

(1) 27,4
�

16,1 2,2
�

1,2 1,5
�

0,8 0,1
�

0,1 5,5 4,5
(2) - - 0,7

�
0,2 0,1

�
0,1 - -

(3) 24,3
�

4,9 1,0
�

0,8 0,7
�

0,5 0,1
�

0,1 2,9 10,0
(4) 21,5

�
4,3 0,9

�
0,5 0,3

�
0,2 0,0

�
0,1 1,4 0,0

(5) 19,6
�

2,9 1,2
�

0,7 0,1
�

0,1 0,1
�

0,3 0,5 8,3

Tabell 3.10: Kolinesteraseaktivitet i marsvin hippokampusskiver. Målinger utført på
hippokampusskiver fra følgende forsøk: (1): Effekt av soman på 3H-glutamatfrisetting ved
elektrisk stimulering (n=6 for Kontroll, og n=12 for somaneksponert). (2): Endogen ACh-frisetting
fra marsvin hippokampusskiver (n=12 for somaneksponert). (3): Frisetting av endogene amino-
syrer ved elektrisk stimulering i fraksjonene A, B og C (n=2 for Kontroll, og n=4 for soman-
eksponert). (4): Frisetting av endogene aminosyrer ved kjemisk stimulering i fraksjonene A, B
og C (n=4 for Kontroll, og n=8 for somaneksponert). (5): Frisetting av endogene aminosyrer ved
kjemisk stimulering kun i A (n=5 for Kontroll, og n=12 for somaneksponert). Verdiene er presen-
tert som hydrolysert ACh (pmol/mg protein x min) ( x̄ � SD).

3.5 Histokjemisk farging av marsvin hippokampus

Figur 3.17 viser horisontalsnitt av hippokampus fra marsvin farget med acetylthio-
kolinjodid som farger spesifikt AChE. I GD ble det distale molekylærlaget kraftig
farget og det var noe mindre intens farging i det polymorfecellelaget. I CA3 ble
stratum oriens og mosefiberlaget tydelig farget. Molekylærlaget i CA3 ble også
farget, mens CA1 ble svært lite farget sammenliknet med GD og CA3. Afferen-
te kolinerge nevroner ser dermed ut til å innervere hippokampus hovedsakelig i
områder over og under pyramidecellelaget i CA3 og korncellelaget i GD.
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Figur 3.17: Horisontalsnitt av marsvin hippokampus farget med acetylthiokolinjodid. Mer-
king: Hippokampus: M=stratum lacunosum moleculare (molekylære laget), R=stratum radiatum,
Lu=stratum lucidum (mosefiber laget), P=stratum pyramidale (pyramide cellelaget), O=stratum
oriens. Gyrus dentatus (GD): M=stratum moleculare (molekylære laget), G=stratum granulosum
(granulære cellelag), H=Hilus gyrus dentatus (polymorfe cellelag).

3.6 In vivo mikroinjeksjon av soman i GD området
i rottehippokampus

Det ble målt endringer i hippokampal thetafrekvens og amplitude, samt LIA-
amplitude, før og etter mikroinjeksjon av 1 og 10 nmol soman løst i 1 � l 0,9 %
NaCl sammenliknet med mikroinjeksjon av 1 � l 0,9 % NaCl (kontroll). Theta-
aktivtet forekom ikke like ofte i CA1 som i GD i rotter implantert med bipolar
elektrode i hippokampus. Av den grunn er totalt antall registreringer av theta-
frekvens og amplitude ofte lavere i CA1 enn for tilsvarende måling i GD. Generelt
er totalt antall registreringer av theta (frekvens og amplitude) og LIA (amplitude)
både i GD og CA1 ved hvert tidsintervall lavere enn det totale antall dyr i hver av
gruppene (0,9 % NaCl (n=6), 1 nmol soman (n=9) og 10 nmol soman (n=2). År-
saken til dette var at signaler fra den bipolare elektroden ble avlest på en kanal, så
det var ikke mulig å utføre avlesning av theta- og LIA-aktivitet fra begge elektro-
dene på samme tid. I tillegg ble rottene, uavhengig av hvilken løsning som ble
injisert, ofte inaktive etter 10-15 min. Ettersom forekomst av thetaaktivitet er av-
hengig av “frivillig” motoriske bevegelser (type 1 adferd) gjorde denne inaktivitet-
en det vanskelig å avlese thetaamplitude og frekvens. For all registrering av theta-
og LIA-aktivtet etter injeksjon av 10 nmol soman i hippokampus er n=1, ettersom
en av de totalt to dyrene som ble injisert med 10 nmol soman fikk kontinuerlig
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epileptiformt EEG som gjorde det umulig å avlese theta- og LIA-aktivtet. I tillegg
til theta- og LIA-aktivitet ble det registrert generelle EEG og adferdsendringer i
rotter mikroinjisert med 1 � l 0,9 % NaCl eller 1 og 10 nmol soman. Forsøkene
ble utført som beskrevet i avsnitt 2.5.

3.6.1 Adferdsregistrering og EEG

Tabell 3.11 viser EEG og adferdsendringer i rottene etter mikroinjeksjon i GD
av 1 � l 0,9 % NaCl (kontroll) eller 1 og 10 nmol soman løst i 1 � l 0,9 % NaCl.
Ingen av rottene mikroinjisert med 1 � l 0,9 % NaCl fikk kramper eller epilep-
tiformt EEG. I tre (33 %) av dyrene injisert med 1 nmol soman, ble det obser-
vert kortvarige muskelkramper eller muskelrykninger kort tid etter injeksjon i
hippokampus. Ansiktsrykninger var den mest hyppige observerte responsen etter
injeksjon av 1 nmol soman, men kramper i ekstremitetene forekom også. Det
var karakteristisk for forsøkene at kramper og epileptiformt EEG alltid oppsto
parallelt og symptomene på somanforgiftning var i alle tilfellene borte etter 10-
15 minutter etter injeksjon av soman. I forsøkene hvor rottene ble injisert med
10 nmol soman fikk ett av to dyr kraftig vedvarende muskelkramper og epilepti-
formt EEG ca 1 minutt etter injeksjon. Det epileptiforme EEG var gjennom hele
måleperioden (30 min) avbrutt av korte pauser med lav EEG-aktivitet. Krampene
varierte i styrke parallelt med intensiteten på det epileptiforme EEG.

0,9 % 1 nmol 10 nmol
Adferd NaCl soman soman

(1) 6 6 1
(2) - 3 -
(3) - - 1

n total 6 9 2

Tabell 3.11: EEG og adferdsregistrering. Tabellen angir adferdsendringer i rottene etter mikro-
injeksjon av 1 � l 0,9 % NaCl-løsning med eller uten soman (1 og 10 nmol). (1): Ingen epileptiform
EEG eller muskelkramper observert. (2): Sporadiske muskelkramper/rykninger og epileptiformt
EEG observert. (3): Kontinuerlige muskelkramper og epileptiformt EEG observert under store
deler av registreringsperioden. Verdiene er oppgitt i antall dyr.



KAPITTEL 3. RESULTATER 59

3.6.2 Thetafrekvens

Figur 3.18 viser thetafrekvens i GD registrert i tidsintervaller opptil 45 minut-
ter etter mikroinjeksjon i GD av 1 � l 0,9 % NaCl (kontroll, n=6) eller 1 (n=9)
og 10 (n=1) nmol soman løst i 1 � l 0,9 % NaCl. Thetafrekvensen i gruppen av
rotter injisert med 1 � l 0,9 % NaCl og 1 eller 10 nmol soman varierte mellom
7,5 og 9,0 Hz gjennom hele forsøket. Det ble påvist signifikant økning i theta-
frekvensen etter injeksjon av 1 nmol soman i forhold til kontrolldyr, før injeksjon
(p<0.01) og i tidsintervallet 2-5 minutter etter injeksjon (p<0.05). Etter injeksjon
av 10 nmol soman økte thetafrekvensen i en del tidsintervaller sammenliknet med
thetafrekvensen etter injeksjon av 1 � l 0,9 % NaCl i kontrolldyrene.
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Figur 3.18: Thetafrekvens i GD hos rotter etter mikroinjeksjon i GD av 1 � l 0,9 % NaCl
(kontroll) eller 1 og 10 nmol soman løst i 1 � l 0,9 % NaCl. Tidsintervallene er oppgitt i mi-
nutter etter mikroinjeksjon. Verdiene er presentert som frekvens (Hz) ( x̄ � SD). Tall i parantes
over stolpe angir antall dyr per tidsintervall som det ble observert thetafrekvens i. Ved signifikante
forskjeller *p<0.05,**p<0.01.

Figur 3.19 viser thetafrekvens i CA1 registrert i tidsintervaller opptil 45 mi-
nutter etter mikroinjeksjon i GD av 1 � l 0,9 % NaCl (kontroll, n=6) eller 1 nmol
soman løst i 1 � l 0,9 % NaCl (n=6). Det ble ikke registrert thetafrekvens etter
injeksjon av 10 nmol soman (n=1) i noen av tidsintervallene. Thetafrekvensen i
gruppen av rotter injisert med 1 � l 0,9 % NaCl og 1 nmol soman varierte mellom
7,5 og 8,4 Hz gjennom hele forsøket. Det ble ikke påvist signifikante endringer i
thetafrekvensen mellom rotter injisert med 1 nmol soman og kontrolldyr. Det ble
ikke registrert thetafrekvens etter injeksjon av 1 nmol soman i tidsintervallet 0-2
min.
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Figur 3.19: Thetafrekvens i CA1 hos rotter etter mikroinjeksjon i GD av 1 � l 0,9 % NaCl
(kontroll) eller 1 og 10 nmol soman løst i 1 � l 0,9 % NaCl. Det var ingen registrering av theta-
aktivitet i CA1 fra rotte injisert med 10 nmol soman. Tidsintervallene er oppgitt i minutter etter
mikroinjeksjon. Verdiene er presentert som frekvens (Hz) ( x̄ � SD). Tall i parantes over stolpe
angir antall dyr per tidsintervall som det ble observert thetafrekvens i.

3.6.3 Theta og LIA-amplitude

Det ble generelt utført færre registreringer av EEG aktiviteteten i CA1 enn i GD
ettersom thetaaktivitet ikke forekom like ofte i CA1 som i GD. Det ble derfor lite
data tilgjengelig for å sammenlikne effekten av mikroinjeksjon i GD med 1 � l
0,9 % NaCl (kontroll) eller 1 og 10 nmol soman i 1 � l 0,9 % NaCl, på theta- og
LIA-aktiviteten i CA1.

Thetaamplitude i GD

Figur 3.20 viser thetaamplitude i GD registrert i tidsintervaller opptil 45 minutter
etter mikroinjeksjon i GD av 1 � l 0,9 % NaCl (kontroll, n=6) eller 1 (n=9) og 10
(n=1) nmol soman løst i 1 � l 0,9 % NaCl. Thetaamplitude ble øyeblikkelig (0-1
min) redusert etter injeksjon av 1 � l 0,9 % NaCl eller 1 nmol soman. Det ble ikke
registrert thetaamplitude etter injeksjons med 10 nmol soman i tidsintervallet 0-
1 min. Thetaamplituden ble redusert til 46 % av basalamplituden (før injeksjon)
ved injeksjon av 0,9 % NaCl, og til 65 % av basalamplitude ved injeksjon av 1
nmol soman. Etter ca 2 minutt var thetaamplituden ved alle injeksjoner stabilisert
på et nivå som var noe lavere enn basalamplituden før injeksjon (80-90 %). Det
ble ikke påvist signifikante endringer i thetaamplitude mellom gruppen av rotter
injisert med soman og kontrolldyr.

LIA i GD

Figur 3.21 viser LIA i GD registrert i tidsintervaller opptil 45 minutter etter mikro-
injeksjon i GD av 1 � l 0,9 % NaCl (kontroll, n=6) eller 1 (n=9) og 10 (n=1)



KAPITTEL 3. RESULTATER 61

nmol soman løst i 1 � l 0,9 % NaCl. LIA ble øyeblikkelig (0-1 min) redusert etter
injeksjon av 1 � l 0,9 % NaCl eller 1 og 10 nmol soman. LIA ble redusert til 60 %
av basalamplitude (før injeksjon) ved injeksjon av 0,9 % NaCl, 62 % ved injeksjon
av 1 nmol soman, og til 38 % ved injeksjon av 10 nmol soman. Etter ca 2 minutter
var LIA stabilisert på ett nivå som var lavere enn basalamplituden før injeksjon
(60-80 %). Det ble påvist en signifikant reduksjon i LIA etter injeksjon av 1 nmol
soman i forhold til kontrolldyr i tidsintervallet 2-5 minutter (p<0.05).
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Figur 3.20: Thetaamplitude i GD hos rotter etter mikroinjeksjon i GD av 1 � l 0,9 % NaCl
(kontroll) eller 1 og 10 nmol soman løst i 1 � l 0,9 % NaCl. Tidsintervallene er oppgitt i minutter
etter mikroinjeksjon. Verdiene er presentert som frekvens (Hz) ( x̄ � SD). Tall i parantes over stolpe
angir antall dyr per tidsintervall som det ble observert thetaamplitude i.
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Figur 3.21: LIA i GD hos rotter etter mikroinjeksjon i GD av 1 � l 0,9 % NaCl (kontroll) eller
1 og 10 nmol soman løst i 1 � l 0,9 % NaCl. Det var ingen regisrering av thetaaktivitet i CA1
fra rotte injisert med 10 nmol soman. Tidsintervallene er oppgitt i minutter etter mikroinjeksjon.
Verdiene er presentert som frekvens (Hz) ( x̄ � SD). Tall i parantes over stolpe angir antall dyr per
tidsintervall som det ble observert LIA i. Ved signifikante forskjeller *p<0.05.
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Thetaamplitude i CA1

Figur 3.22 viser thetaamplitude i CA1 registrert i tidsintervaller opptil 45 minutter
etter mikroinjeksjon i GD av 1 � l 0,9 % NaCl (kontroll, n=6) eller 1 (n=9) og 10
(n=1) nmol soman løst i 1 � l 0,9 % NaCl. Etter mikroinjeksjon av 0,9 % NaCl og 1
nmol soman var det små endringer i thetaamplituden gjennom hele måleperioden.
Det ble ikke registrert thetaamplitude etter injeksjon av 10 nmol soman i noen
av tidsintervallene. Det ble ikke påvist signifikante endringer i thetaamplituden
mellom gruppen av rotter injisert med 1 nmol soman og kontrolldyr. Det ble ikke
registrert thetaamplitude etter injeksjon av 1 nmol soman i tidsintervallet 0-2 min.

LIA i CA1

Figur 3.23 viser LIA i CA1 registrert i tidsintervaller opptil 45 minutter etter
mikroinjeksjon i GD av 1 � l 0,9 % NaCl (kontroll, n=6) eller 1 (n=9) og 10 (n=1)
nmol soman løst i 1 � l 0,9 % NaCl. Ved injeksjon av 0,9 % NaCl ble LIA øye-
blikelig redusert til 70 % av basalamplitude (før injeksjon) og stabilsert på et nivå
mellom 75-90 % av basalamplitude etter ca 2 min. Ved injeksjon av 1 nmol soman
ble LIA øyeblikelig redusert til 31 % av basalamplituden og stabilisert på et nivå
mellom 70-90 % av basalamplitude i perioden 2-30 minutter etter injeksjon, før
LIA ble signifikant redusert (p<0.05) i forhold til kontrolldyr til 41 % av basal-
amplitude. I tidsrommet 0-2 minutter etter injeksjon av 10 nmol soman ble det
ikke registrert LIA, men etter 2 minutter var LIA blitt stabilisert mellom 60-80 %
av basalamplitude. Theta amplituden etter injeksjon av 10 nmol soman var redu-
sert i en del tidsintervaller, sammenliknet med thetaamplituden i kontrolldyr.
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Figur 3.22: Thetaamplitude i CA1 hos rotter etter mikroinjeksjon i GD av 1 � l 0,9 % NaCl
(kontroll) eller 1 og 10 nmol soman løst i 1 � l 0,9 % NaCl. Tidsintervallene er oppgitt i minutter
etter mikroinjeksjon. Verdiene er presentert som frekvens (Hz) ( x̄ � SD). Tall i parantes over stolpe
angir antall dyr per tidsintervall som det ble observert thetaamplitude i.
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Figur 3.23: LIA i CA1 hos rotter etter mikroinjeksjon i GDav 1 � l 0,9 % NaCl (kontroll) eller
1 og 10 nmol soman løst i 1 � l 0,9 % NaCl. Tidsintervallene er oppgitt i minutter etter mikro-
injeksjon. Verdiene er presentert som frekvens (Hz) ( x̄ � SD). Tall i parantes over stolpe angir
antall dyr per tidsintervall som det ble observert LIA i. Ved signifikante forskjeller *p<0.05.

3.6.4 Histokjemisk farging av rottehjerne

Figur 3.24 og 3.25 viser koronalsnitt av rottehjerne etter mikroinjeksjon av 1 � l
0,9 % NaCl (figur 3.24) og 1 nmol soman løst i 1 � l 0,9 % NaCl (figur 3.25)
etter farging med acetylthiokolinjodid. Ved injeksjon av 0,9 % NaCl kunne vi
se skader etter injeksjonskanylen i høyre hippokampus. Ved injeksjon av 1 nmol
soman var AChE-aktiviteten i store deler av høyre hippokampus kraftig redusert.
Hemming av AChE var hovedsakelig lokalisert i områder rundt injeksjonskanylen
i høyre hippokampus, men hjerneregioner rundt høyre hippokampus var også
berørt. Spesielt frontal parietalkorteks over høyre hippokampus, høyre habenu-
larkjerne og deler av høyre fimbria hadde en tydelig reduksjon i AChE-aktiviteten
etter injeksjon av 1 nmol soman.
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Figur 3.24: Koronalsnitt av rottehjerne etter mikroinjeksjon av 1 � l 0,9 % NaCl i hippokampus.
H.H=høyre hippokampus, V.H=venstre hippokampus.

Figur 3.25: Koronalsnitt av rottehjerne etter mikroinjeksjon av 1 nmol soman løst i 1 � l 0,9 %
NaCl i hippokampus. H.H=høyre hippokampus, V.H=venstre hippokampus.
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3.6.5 AChE- og BuChE-aktivitet

Figur 3.26 viser AChE- og BuChE-aktiviteten i hippokampusskiver fra rotte etter
mikroinjeksjon i GD av 1 � l 0,9 % NaCl (kontroll) eller 1 og 10 nmol soman
løst i 1 � l 0,9 % NaCl. For kontrolldyrene injisert med 1 � l 0,9 % NaCl var
AChE-aktiviteten uendret i alle hippokampusprøvene. Injeksjon av 1 nmol soman
gav signifikant reduksjon i AChE-aktivteten i hippokampusprøvene H2 (p<0.01)
og H3 (p<0.05) til henholdsvis 42 og 41 % av AChE-aktiviteten i H2 og H3 i
kontrolldyr. I rottene injisert med 10 nmol soman var det en signifikant reduk-
sjon i AChE-aktiviteten i hippokampusprøvene H1 (p<0.05) og H2 (p<0.01) til
henholdsvis 8 og 1 % av AChE-aktiviteten i H1 og H2 fra kontrolldyr. AChE-
aktiviteten i venstre hippokampus var uendret i alle forsøkene og tilsynelatende
uavhengig av somanmengden injisert i høyre hippokampus. BuChE-aktiviteten
var lav i alle prøvene og utgjorde under 10 % av den totale esteraseaktiviteten for
de fleste prøvene som ble analysert.
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Figur 3.26: AChE- og BuChE-aktivitet i hippokampusskiver fra rotte etter mikroinjeksjon av
1 � l 0,9 % NaCl eller 1 og 10 nmol soman løst i 1 � l 0,9 % NaCl. V.H=prøver fra midtre del
av venstre hippokampus. H1-H4=prøve 1-4 fra høyre hippokampus. Verdiene er presentert som
hydrolysert ACh (pmol/mg protein x minutt). n=5 for 0,9 % NaCl, n=8 for 1 nmol soman, og n=2
for 10 nmol soman. Ved signifikante forskjeller *p<0.05,**p<0.01.

3.6.6 In vitro frisetting av endogen ACh

Figur 3.27 viser in vitro frisetting av endogen ACh fra hippokampusskiver fra
rotte etter mikroinjeksjon i GD av 1 � l 0,9 % NaCl (kontroll) eller 1 og 10 nmol
soman løst i 1 � l 0,9 % NaCl. Frisetting av ACh fra hippokampusskiver etter
injeksjon av 0,9 % NaCl var ubetydelig eller under deteksjonsgrensen ved kjemisk
stimulering med 66 mM KCl. Etter injeksjon av 1 og 10 nmol soman var mengden
ACh signifikant høyere i perfusjonsbuffer fra hippokampusskivene H1 til H3 i for-
hold til kontrollforsøk ved kjemisk stimulering. Ved injeksjon av 10 nmol soman
var mengden ACh betydlig høyere enn ved injeksjon av 1 nmol soman i skivene
H1 til H3 ved kjemisk stimulering. ACh mengden i buffer fra stimulerte skiver fra
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venstre hippokampus var meget lav (0,1 pmol/mg protein x min) etter injeksjon
av 1 nmol soman og under deteksjonsgrensen hos dyr injisert med 0,9 % NaCl
og 10 nmol soman. Basalfrisetting av ACh var under deteksjonsgrensen for alle
prøvene.
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Figur 3.27: Frisetting av endogen ACh fra rotte hippokampusskiver etter mikroinjeksjon av 1 � l
0,9 % NaCl eller 1 og 10 nmol soman løst i 1 � l 0,9 % NaCl. Skivene ble kjemisk stimulert
med 66 mM KCl-buffer. V.H=prøver fra midtre del av venstre hippokampus. H1-H4=prøve 1-4
fra høyre hippokampus. Verdiene er presentert som pmol ACh/mg protein x minutt ( x̄ � SD). n=4
for 0,9 % NaCl, n=5 for 1 nmol soman, og n=2 for 10 nmol soman. Ved signifikante forskjeller
*p<0.05,**p<0.01.

3.6.7 In vitro frisetting av endogene aminosyrer

In vitro basalfrisetting og frisetting ved kjemisk stimulering med 66 mM
KCl-buffer av aminosyrene glutamat, aspartat, GABA, glutamin og alanin fra
hippokampusskiver fra rotte etter mikroinjeksjon i GD av 1 � l 0,9 % NaCl eller
1 og 10 nmol soman løst i 1 � l 0,9 % NaCl (kontroll) er vist i figurene 3.28-
3.32. Kjemisk stimulering med 60 mM KCl-buffer økte klart frisettingen av
aminosyrene glutamat, aspartat og GABA i forhold til basalfrisettingen fra alle
hippokampusskivene. Økningen i frisetting var uavhengig av somaninjeksjon.
For aminosyrene glutamin og alanin var økningen i frisettingen ved kjemisk
stimulering lav i forhold til basalfrisettingen. Injeksjon av 1 og 10 nmol soman
gav kun signifikante endringer i basalfrisetting av aminosyren GABA i skiver fra
venstre hippokampus i forhold til kontrolldyr. Det ble ikke påvist signifikante
endringer i frisettingen av de øvrige aminosyrene fra hippokampusskiver etter
injeksjon av 1 og 10 nmol soman, i forhold til kontrollgruppen injisert med 0,9 %
NaCl. Til tross for dette var det en tendens til reduksjon i basalfrisettingen av
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aminosyrene glutamat, aspartat og GABA etter injeksjon av 10 nmol soman i
forhold til kontroll fra hippokampusskiver nært injeksjonsstedet (H2 for basal-
frisetting av glutamat og aspartat, og alle hippokampusskivene ved basalfrisetting
av GABA).
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Figur 3.28: Frisetting av endogen glutamat fra rotte hippokampusskiver etter mikroinjeksjon
av 1 � l 0,9 % NaCl eller 1 og 10 nmol soman løst i 1 � l 0,9 % NaCl. Frisettingen ble målt
ved perfusjon med normalbuffer (basalfrisetting, fraksjon X) og med 66 mM KCl-buffer (kjemisk
stimulering, fraksjon A). V.H=prøver fra midtre del av venstre hippokampus. H1-H4=prøve 1-4
fra høyre hippokampus. Verdiene er presentert som pmol glu/mg protein x minutt) ( x̄ � SD). n=4
for 0,9 % NaCl, n=5 for 1 nmol soman, og n=2 for 10 nmol soman.
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Figur 3.29: Frisetting av endogen aspartat fra rotte hippokampusskiver etter mikroinjeksjon av
1 � l 0,9 % NaCl eller 1 og 10 nmol soman løst i 1 � l 0,9 % NaCl. Frisettingen ble målt ved
perfusjon med normalbuffer (basalfrisetting, fraksjon X) og med 66 mM KCl-buffer (kjemisk
stimulering, fraksjon A). V.H=prøver fra midtre del av venstre hippokampus. H1-H4=prøve 1-4
fra høyre hippokampus. Verdiene er presentert som pmol glu/mg protein x minutt) ( x̄ � SD). n=4
for 0,9 % NaCl, n=5 for 1 nmol soman, og n=2 for 10 nmol soman.
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Figur 3.30: Frisetting av endogen GABA fra rotte hippokampusskiver etter mikroinjeksjon av
1 � l 0,9 % NaCl eller 1 og 10 nmol soman løst i 1 � l 0,9 % NaCl. Frisettingen ble målt ved
perfusjon med normalbuffer (basalfrisetting, fraksjon X) og med 66 mM KCl-buffer (kjemisk
stimulering, fraksjon A). V.H=prøver fra midtre del av venstre hippokampus. H1-H4=prøve 1-4 fra
høyre hippokampus. Verdiene er presentert som pmol GABA/mg proteinx minutt ( x̄ � SD). n=4
for 0,9 % NaCl, n=5 for 1 nmol soman, og n=2 for 10 nmol soman. Ved signifikante forskjeller:
*p<0.05,**p<0.01.
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Figur 3.31: Frisetting av endogen glutamin fra rotte hippokampusskiver etter mikroinjeksjon
av 1 � l 0,9 % NaCl eller 1 og 10 nmol soman løst i 1 � l 0,9 % NaCl. Frisettingen ble målt
ved perfusjon med normalbuffer (basalfrisetting, fraksjon X) og med 66 mM KCl-buffer (kjemisk
stimulering, fraksjon A). V.H=prøver fra midtre del av venstre hippokampus. H1-H4=prøve 1-4
fra høyre hippokampus. Verdiene er presentert som pmol gln x mg �

1 x minutt �
1) ( x̄ � SD). n=4

for 0,9 % NaCl, n=5 for 1 nmol soman, og n=2 for 10 nmol soman.
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Figur 3.32: Frisetting av endogen alanin fra rotte hippokampusskiver etter mikroinjeksjon av
1 � l 0,9 % NaCl eller 1 og 10 nmol soman løst i 1 � l 0,9 % NaCl. Frisettingen ble målt ved
perfusjon med normalbuffer (basalfrisetting, fraksjon X) og med 66 mM KCl-buffer (kjemisk
stimulering, fraksjon A). V.H=prøver fra midtre del av venstre hippokampus. H1-H4=prøve 1-4
fra høyre hippokampus. Verdiene er presentert som pmol ala/mg x minutt ( x̄ � SD). n=4 for 0,9 %
NaCl, n=5 for 1 nmol soman, og n=2 for 10 nmol soman.

3.6.8 Totalt aminosyreinnhold i hippokampus

Figurene 3.33-3.37 viser totalinnhold av de endogene aminosyrene glutamat,
aspartat, GABA, glutamin og alanin i hippokampusskiver fra rotte etter in vivo
mikroinjeksjon i GD av 1 � l 0,9 % NaCl eller 1 og 10 nmol soman løst i 1 � l
0,9 % NaCl, etterfulgt av in vitro frisetting av endogen ACh og aminosyrer.

Glutamat (figur 3.33): Glutamatinnholdet i alle hippokampusprøvene (V.H
og H1-H4) fra rottene injisert med 1 og 10 nmol soman i GD var høyere enn for
rottene injisert med 1 � l 0,9 % NaCl (kontroll). Økningen i totalt glutamatinnhold
etter injeksjon av 1 og 10 nmol soman var signifikant i hippokampusprøvene H1
og H2 i forhold til kontroll (p<0.05). Injeksjon av 1 og 10 nmol soman ga omtrent
samme økning i glutamatinnhold i hippokampusskivene i forhold til kontrolldyr.

Aspartat (figur 3.34): Aspartatinnholdet i hippokampusprøvene V.H, H1,
H2 og H4 fra rottene mikroinjisert med 1 og 10 nmol soman i GD var høyere
enn for rottene injisert med 1 � l 0,9 % NaCl (kontroll). Økningen i totalt
aspartatinnhold etter injeksjon av 1 nmol soman var signifikant i hippokampus-
prøvene V.H og H2. I hippokampusprøve H3 var aspartatinnholdet etter injeksjon
av 1 nmol soman høyere i forhold til i kontroll, mens aspartatinnholdet i H3
etter tilsvarende injeksjon av 10 nmol soman var lavere i forhod til kontroll.
Økning i totalt aspartat innhold etter injeksjon av 1 nmol soman var signifikant i
hippokampusprøvene V.H og H1 i forhold til kontroll (p<0.05).

GABA (figur 3.35): GABA-innholdet i alle hippokampusprøvene (V.H og
H1-H4) fra rottene injisert med 1 og 10 nmol soman i GD var høyere enn
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for rottene mikroinjisert med 1 � l 0,9 % NaCl (kontroll). Økningen i totalt
GABA-innhold etter injeksjon av 1 og 10 nmol soman var ikke signifikant for
noen av prøvene. Injeksjon av 1 og 10 nmol soman ga omtrent samme økning i
GABA-innholdet i hippokampusskivene i forhold til kontroll, med unntak av H4
etter injeksjon av 10 nmol soman, som var høyere enn de øvrige verdiene.

Glutamin (figur 3.36): Glutamininnholdet i alle hippokampusprøvene (V.H
og H1-H4) fra rottene injisert med 1 og 10 nmol soman i GD var høyere enn for
rottene injisert med 1 � l 0,9 % NaCl (kontroll). Økningen i totalt glutamininnhold
etter injeksjon av 1 nmol soman var signifikant i hippokampusprøvene H1
(p<0.05) og H3 (p<0.05), og i H1 (p<0.01) og H2 (p<0.05) etter injeksjon av 10
nmol soman i forhold til kontroll. Økningen i totalt glutamininnhold var størst
etter injeksjon av 10 nmol soman i prøvene V.H, H1, H2 og H4. I H3 var økningen
størst etter injeksjon av 1 nmol soman.

Alanin (figur 3.37): Alanininnholdet i alle hippokampusprøvene (V.H og
H1-H4) fra rottene injisert med 1 og 10 nmol soman i GD var høyere enn for
rottene injisert med 1 � l 0,9 % NaCl (kontroll). Økningen i totalt alanininnhold
etter injeksjon av 1 nmol soman var signifikant i hippokampusprøvene H1 og H3,
og i H1 og H2 etter injeksjon av 10 nmol soman i forhold til kontroll (p<0.05).
Injeksjon av 1 og 10 nmol soman ga omtrent samme økning i alanininnhold i
hippokampusskivene i forhold til kontrolldyr.
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Figur 3.33: Totalinnhold av endogen glutamat fra rotte hippokampusskiver etter mikroinjeksjon
av 1 � l 0,9 % NaCl eller 1 og 10 nmol soman løst i 1 � l 0,9 % NaCl. V.H=prøver fra midtre del av
venstre hippokampus. H1-H4=prøve 1-4 fra høyre hippokampus. Verdiene er presentert som pmol
glu/mg protein ( x̄ � SD). n=4 for 0,9 % NaCl, n=5 for 1 nmol soman, og n=2 for 10 nmol soman.
Ved signifikante forskjeller *p<0.05.
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Figur 3.34: Totalinnhold av endogen aspartat fra rotte hippokampusskiver etter mikroinjeksjon
av 1 � l 0,9 % NaCl eller 1 og 10 nmol soman løst i 1 � l 0,9 % NaCl. V.H=prøver fra midtre del av
venstre hippokampus. H1-H4=prøve 1-4 fra høyre hippokampus. Verdiene er presentert som pmol
asp/mg protein ( x̄ � SD). n=4 for 0,9 % NaCl, n=5 for 1 nmol soman, og n=2 for 10 nmol soman.
Ved signifikante forskjeller *p<0.05.
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Figur 3.35: Totalinnhold av endogen GABA fra rotte hippokampusskiver etter mikroinjeksjon
av 1 � l 0,9 % NaCl eller 1 og 10 nmol soman løst i 1 � l 0,9 % NaCl. V.H=prøver fra midtre del av
venstre hippokampus. H1-H4=prøve 1-4 fra høyre hippokampus. Verdiene er presentert som pmol
GABA/mg protein ( x̄ � SD). n=4 for 0,9 % NaCl, n=5 for 1 nmol soman, og n=2 for 10 nmol
soman.
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Figur 3.36: Totalinnhold av endogen glutamin fra rotte hippokampusskiver etter mikroinjeksjon
av 1 � l 0,9 % NaCl eller 1 og 10 nmol soman løst i 1 � l 0,9 % NaCl. V.H=prøver fra midtre del av
venstre hippokampus. H1-H4=prøve 1-4 fra høyre hippokampus. Verdiene er presentert som pmol
gln/mg protein ( x̄ � SD). n=4 for 0,9 % NaCl, n=5 for 1 nmol soman, og n=2 for 10 nmol soman.
Ved signifikante forskjeller *p<0.05,*p<0.01.
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Figur 3.37: Totalinnhold av endogen alanin fra rotte hippokampusskiver etter mikroinjeksjon av
1 � l 0,9 % NaCl eller 1 og 10 nmol soman løst i 1 � l 0,9 % NaCl. V.H=prøver fra midtre del av
venstre hippokampus. H1-H4=prøve 1-4 fra høyre hippokampus. Verdiene er presentert som pmol
ala/mg protein ( x̄ � SD). n=4 for 0,9 % NaCl, n=5 for 1 nmol soman, og n=2 for 10 nmol soman.
Ved signifikante forskjeller *p<0.05.



Kapittel 4

Diskusjon

Hippokampusskiver in vitro er tidligere benyttet i en rekke ulike studier av amino-
syre nevrotransmitter frisetting (Szerb, 1988; Muzzolini et al., 1997; Hadjiivanova
& Georgiev, 1998; Øydvin, 1998; Savage et al., 2001). Det er gjennomført man-
ge studier for å undersøke effekten av organofosfater på ekstracellulærtnivå og
totalinnhold av aminosyrer og ACh in vivo i hippokampus etter systemisk admini-
strering av organofosfater, men få studier har undersøkt effekter av organofosfater
på in vitro frisetting av aminosyrer fra hippokampusskiver. Denne oppgaven
har som målsetting å beskrive effektene av soman på frisetting av den eksita-
toriske aminosyren glutamat og aminosyrer generelt ved eksponering direkte på
hippokampusskiver in vitro, for å vurdere om slike metoder kan brukes for å stu-
dere interaksjonen mellom kolinerge og glutamaterge nevroner ved organofosfat-
forgiftninger. Siden denne metoden viste seg ikke å gi endringer i frisetting av
nevrotransmittoren glutamat eller andre aminosyrer, besluttet jeg å etablere en
metode for å studere effekter av nervegass ved direkte injeksjon i hippokampus
in vivo. I dette eksperimentelle oppsettet etablerte jeg en metode for parallelt
å kunne registrere elektrisk aktivitet i hippokampus samtidig med injeksjon av
soman. Målsetningen var å undersøke om in vivo mikroinjeksjon av soman kunne
gi grunnlag for studier av adferd, EEG, thetaaktivitet og in vitro studier av
aminosyrefrisetting fra hippokampusskiver.

4.1 Metode diskusjon

Stimulering av hippokampusskiver med KCl og elektrisk felt

I denne oppgaven ble det benyttet to ulike typer stimuleringsparametre for å akti-
vere frisetting av 3H-glutamat og endogene aminosyrer fra hippokampusskiver.
Både kjemisk stimulering med KCl-buffer (Blaustein & Goldring, 1975; Scott &
Nicholls, 1980) og elektrisk felt stimulerining (Savage et al., 2001) resulterer i

73
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depolarisering av nevroner og påfølgende frisetting av nevrotransmittere fra ulike
typer synapser (Muzzolini et al., 1997; Savage et al., 2001). Frisetting av 3H-
glutamat ved både kjemisk og elektrisk stimulering viste seg i mine forsøk å være
direkte korrelert til henholdsvis KCl-konsentrasjon og frekvens av elektrisk felt
stimulering. Ulike KCl-konsentrasjoner og frekvens stimuleringer ble benyttet for
å studere 3H-glutamat og frisetting av endogene aminosyrer ved perfusjon med
buffer med soman, ettersom frisettings-kinetikken for de ulike aminosyrene ikke
var kjent. I tillegg var det ikke fastlagt hvor sterk aktivering (frekvens eller KCl-
konsentrasjon) som var nødvendig for å detektere en eventuell sekundær effekt
av soman på frisetting av 3H-glutamat og endogene aminosyrer, som følge av en
primær effekt via inhibering av AChE.

Stimulering med KCl er tidligere vist å kunne føre til en betydelig Ca2
�

-
uavhengig frisetting av aminosyre nevrotransmittere i tillegg til den Ca2

�

-
avhengige nevronale frisettingen (Carvalho et al., 1986; Ikeda et al., 1988;
Nicholls, 1989; Adam-Vizi, 1992; Bernath, 1992), mens frisetting av glutamat ved
elektrisk felt stimulering tidligere er vist å kunne være opptil 90 % Ca2

�

-avhengig
(Savage et al., 2001). Stimulering med KCl kan reversere aminosyretransportører
i nevroner og astrocytter ved reduksjon av Na

�

-gradienten over cellemembranen,
og dermed bidra til Ca2

�

-uavhengig aminosyrefrisetting (Szatkowski et al., 1990;
Attwell et al., 1993; Patterson et al., 1994). Av den grunn valgte jeg å undersøke
effekten av soman på frisettingen av 3H-glutamat ved elektrisk stimulering, til
tross for at egene data fra Ca2

�

-avhengighetsforsøket indikerte at det ikke var
noen differanse mellom Ca2

�

-avhengig frisetting av 3H-glutamat ved kjemisk
og elektrisk stimulering. I tillegg til dette var elektrisk stimulering rent praktisk
enklere å gjennomføre. Siden resultatene viste at elektrisk feltstimulering ikke
økte frisetting av endogene aminosyrer i forhold til basalfrisetting, ble effekten
av soman på frisetting av endogene aminosyrer in vitro undersøkt ved kjemisk
stimulering med KCl-buffer.

Valg av forsøksdyr

Mange studier av nevrokjemiske forandringer in vivo etter organofosfat-
forgiftning er blitt utført på rotte. Tidligere studier har imidlertid vist at marsvin
er en bedre ikke-primat-modell for å forutsi effekten av ulike behandlinger ved
organofosfat-forgiftning i primater (Berry & Davies, 1970; Gordon et al., 1978;
Dirnhuber et al., 1979; Inns & Leadbeater, 1983). Hippokampusskiver fra mar-
svin ble derfor valgt som modell i in vitro studiene av effektene av soman. For in
vivo studiene valgte jeg derimot å benytte hippokampus fra rotte som modell. Bak-
grunnen for dette valget er at hjerneanatomien hos rotte er veldefinert (Paxinos &
Watson, 1982) og det foreligger kjente eksperimentelle modeller for registrering
av elektrisk aktivitet i hippokampus og modellen er etablert i forskningsgruppen.
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Det er dessuten enklere å registrere adferdsendringer hos rotte enn hos marsvin.
For videre studier innen dette feltet bør det vurderes om hvorvidt en in vivo modell
også for marsvin bør etableres, på bakgrunn av at marsvin er ansett for å være en
bedre model for studier av effekter av organofosfater i primater.

Frisetting av 3H-glutamat kontra frisetting av endogene aminosyrer

Konsentrasjonsendring av ACh eller aminosyrer i perfusatet etter kjemisk eller
elektrisk stimulering og/eller perfusjon med soman i buffer, kan skyldes flere år-
saker; økt frisetting av nevrotransmittere fra nevroner (Ca2

�

-avhengig frisetting)
eller uspesifikk frisetting fra nevroner og astrocytter (Ca2

�

-uavhengig frisetting)
(Nicholls & Attwell, 1990), eller endringer i re-opptak eller nedbrytning av nev-
rotransmittorer (for ACh ved f.eks inhibering av AChE).

Måling av nevrotransmitter frisetting med radioaktive analoger er ansett å være
en sensititiv metode for registrering av små endringer i frisetting. Sannsynligvis er
forskjellen mellom basal og elektrisk stimulert frisetting av endogene aminosyrer i
frekvensområdet 1-20 Hz for liten til å kunne detekteres ved HPLC-analyse i mine
studier. Resultatene mine viste at frisetting av endogene aminosyrer fra marsvin
hippokampusskiver ved elektrisk stimulering ikke førte til signifikante endringer i
forhold til basalfrisetting. Dette er i motsetning til resultatene hvor jeg viste at 3H-
glutamat frisettes ved økende elektrisk stimulering (1-20 Hz). Resultatene mine
er derimot i samsvar med tidligere studier hvor det er vist at en økning i friset-
ting av endogene aminosyrer (glutamat og aspartat) ved elektrisk felt stimulering
først kunne detekteres ved stimulering med frekvenser som var høyere enn det
som ble benyttet i mine forsøk (Szerb, 1988; Orrego & Villanueva, 1993; Muzzo-
lini et al., 1997). Perfusjon av hippokampusskiver med glutamattransportør hem-
meren t-PDC (Bridges et al., 1991) har vist å øke konsentrasjonene av endogent
glutamat i perfusat ved elektrisk stimulering (Waldmeier et al., 1993; Muzzolini et
al., 1997), så årsaken til den manglende frisetting av aminosyrer ved stimulering i
frekvensområdet 1-20 Hz kan skyldes effektivt re-opptak av aminosyrer i nevroner
og astrocytter etter frisetting (Hertz, 1979; Kanai et al., 1993; Danbolt, 1994).

Resultatene fra mine studier viste også at frisetting av nevrotransmittorene
glutamat, aspartat og GABA økte ved kjemisk stimulering i forhold til basal-
frisetting, mens tilsvarende økning i frisetting av aminosyrene glutamin og alanin,
som ikke antas å ha en nevrotransmittor rolle i hippokampus, var liten. Dette kan
tyde på at effekten av KCl-stimulering ikke generelt øker frisetting av endogene
aminosyrer ved Ca2

�

-uavhengig mekanismer.
In vitro KCl-stimulering har også i tidligere studier vist å øke frisetting av

glutamat, aspartat og GABA fra hippokampusskiver (Muzzolini et al., 1997;
Hadjiivanova & Georgiev, 1998). Ved stimulering med 100 mM KCl var friset-
ting av aminosyrene glutamat, GABA og glutamin i mange tilfeller redusert i for-
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hold til stimulering med 75 mM KCl. En hypotese for denne reduksjonen ved
høy grad KCl-stimulering, er at høy ekstracellulær konsentrasjon av K

�

-ioner
kan indusere ødemdannelse i nevroner forårsaket av en forsyrrelse i den osmo-
tiske balansen (Lund-Andersen & Hertz, 1970; Pasantes-Morales & Schousboe,
1989; Schousboe et al., 1990). Ødemdanelse vil redusere det intercellulære rom-
met mellom nevronene (Hrabetova et al., 2002), og dermed kunne hindre frisetting
av aminosyrer fra nevronene ut i perfusjonsbufferen. På bakgrunn av disse resul-
tatene bør eventuelle studier av effekter av organofosfater på nevrotransmitter fri-
setting fra hippokampusskiver, studeres ved perfusjon med KCl-buffer lavere enn
100 mM KCl.

4.2 Resultat diskusjon

Tidligere studier utført ved systemisk administrasjon av soman in vivo har på-
vist en vedvarende økning i den ekstracellulære konsentrasjonen av glutamat i
limbiske strukturer, som oppstår ca 5-10 minutter etter start av somaninduserte
sentrallnervøse anfall (Wade et al., 1987; Lallement et al., 1991a; Lallement et
al., 1991b). Lallement et al. (1992a) har vist at økningen i den ekstracellulære
konsentrasjonen av glutamat i hippokampus ved somanforgiftning er sterkt influ-
ert av kolinerg aktivering fra nevroner i MS og BD. Den kolinerge aktiver-
ingen kan enten virke direkte i hippokampus eller via aktivering av glutamaterge
projeksjoner fra EC (PP). Det foreligger informasjon som tyder på en direk-
te interaksjon mellom kolinerge og glutamaterge systemer i hippokampus ved
organofosfat intoksikasjon. Under slike forgiftninger hemmes AChE mer eller
mindre reversibelt slik at høye lokale konsentrasjoner av ACh kan modulere
frisettingen av glutamat ved binding til muskarine og nikotine reseptorer lokali-
sert på glutamaterge nerveterminaler (Marchi & Raiteri, 1989; Gray et al.,
1996). Videre har muskarine agonister i flere tidligere studier vist å kunne akti-
vere glutamatreseptorer i hippokampus (Burgard & Sarvey, 1990; Markram &
Segal, 1990). Studier av cellulære mekanismer i koplingen mellom kolinerge og
glutamaterge nerveceller kan derfor være viktig for utviklingen av fremtidige lege-
middler mot organofosfat-forgiftning og påfølgende skader i hjernen. Spesiellt bør
effekter av antagonister til sub-seter i nevrotransmitter reseptorer studeres nærme-
re.

4.2.1 Ca2 � -avhengig frisetting

Studiene mine viser at frisettingen av 3H-glutamat reduseres med ca 40-50 %
både ved elektrisk og kjemisk stimulering når Ca2

�

-konsentrasjon i buffer re-
duseres fra 2 mM til 0,1 mM. Tidligere studier utført med KCl-stimulering på
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hippokampusskiver har vist en Ca2
�

-avhengighet på mellom 40-80 % ved friset-
ting av endogen glutamat (Ikeda et al., 1988; Muzzolini et al., 1997), mens friset-
ting ved elektrisk stimulering er vist å være opptil 90 % Ca2

�

-avhengig (Savage
et al., 2001). Frisetting av nevrotransmittorer er Ca2

�

-avhengig (Katz & Miledi,
1965; Katz, 1969), og den andelen av den totale frisettingen som ikke friset-
tes ved perfusjon med lav Ca2

�

buffer (40-50 %) antas å bli frisatt synaptisk
fra nevronale lager (Bernath, 1992). Den resterende frisettingen av 3H-glutamat
ved kjemisk og elektrisk stimulering (50-60 %) har sannsynligvis sitt opphav fra
uspesifikk frisetting fra astrocyter og nevroner ved bl.a. reversering av glutamat-
transportører (Szatkowski et al., 1990; Attwell et al., 1993). Den høye Ca2

�

-
uavhengige frisettingen av 3H-glutamat fra hippokampusskivene ved elektrisk
feltstimulering kan ha bidratt til å kamuflere en eventuell økning i synaptisk
frisatt 3H-glutamat fra nevronale lager, som en følge av kolinerg aktivering av
glutamaterge nevroner etter in vitro perfusjon av hippokampusskiver med soman.
Dette fenomenet bør kartlegges nærmere hvis slike metoder skal benyttes i studier
av organofosfat indusert hjerneskade.

4.2.2 In vitro perfusjon av hippokampusskiver med soman i
perfusjonsbuffer

Tidligere studier utført ved FFI har vist at in vitro perfusjon av hippokampusskiver
med 1 � M soman i buffer øker frisettingen av ACh i forhold til kontroll (Øydvin,
1998). Derfor var målsetningen å undersøke om perfusjon av hippokampusskiver
med soman i buffer kunne modulere frisetting av den eksitatoriske aminosyren
glutamat og andre endogene aminosyrer som en følge av økt kolinerg aktivering
av glutamaterge nevroner.

Effekten av soman på 3H-glutamatfrisetting fra marsvin hippokampusskiver

Resultatene viste ingen signifikante forskjeller i frisettingen av 3H-glutamat ved
perfusjon med 10 � M soman og elektrisk stimulering i forhold til kontrollstimu-
lering uten soman perfusjon. Det var heller ikke signifikant forskjell i frisettingen
ved elektrisk stimulering 40 minutter etter soman perfusjon. Dette kan være et
resultat av at soman ikke modulerer frisetting av glutamat fra hippokampusskiver
in vitro, verken direkte eller indirekte gjennom hemming av AChE, eller at me-
toden som brukes for å måle somaninduserte endringer med 3H-glutamat ikke er
sensitiv nok for slike studier. Re-opptaket av ekstracellulært glutamat i nevroner
og astrocytter kan være tilstrekkelig effektivt (Hertz, 1979; Kanai et al., 1993;
Danbolt, 1994), slik at en eventuell økning i 3H-glutamatfrisetting ved soman
perfusjon blir kamuflert. Jeg benyttet ikke glutamat opptakshemmere men effekt-
en av slike hemmere på glutamat frisettingen ved soman pefusjon bør studeres i
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videre arbeid.
Tidligere studier som indikerer en økt frisetting av glutamat i hippokampus

er i motsetning til våre studier utført ved systemisk administrasjon av soman in
vivo og målinger utført med mikrodialyse i CA1 og CA3 (Lallement et al., 1991a;
Lallement et al., 1992a). Ved start av nervegass-indusert anfall er en økning i
ekstracellulært ACh-nivå den eneste merkbare forandringen i nivået av eksita-
toriske og inhibitoriske nevrotransmittere i hjernen in vivo (Shih, 1982; Shih et
al., 1986; Fosbraey et al., 1990; Lallement et al., 1992b). Den ekstracellulære
glutamatkonsentrasjonen i hippokampus øker først etter 5-10 minutter etter start
av somanindusert anfall (Lallement et al., 1991a; Lallement et al., 1992a). I til-
legg har Lallement et al. (1991a) vist at en økning i det ekstracellulære nivået
av aminosyrene glutamat og glutamin i hippokampus ved somanforgiftning var
sterkt relatert til forekomst av sentralnervøse anfall. Det er av den grunn mulig at
hippokampus er avhengig av intakte forbindelser til MS, BD og eventuelt andre
kolinerge forbindelser, for å kunne aktivere glutamaterge nevroner og derved for-
årsake økt glutamatfrisetting ved somanforgiftning. Det er derfor mulig at in vitro
metoder generelt er mindre velegnet for slike studier enn in vivo studier. Videre
har McDonough et al. (1993) vist at mange hjernestrukturer, som f.eks amygdala
og piriform korteks, har en lavere terskel for initiering av nervegass indusert anfall
en hippokampus. Den økte ekstracellulære glutamatkonsentrasjonen observert ved
mikrodialyse i hippokampus kan derfor ha blitt forårsaket av aktivering via ikke-
kolinerge fibre fra andre hjerneområder. Tidligere studier som har undersøkt ami-
nosyrenivået i homogenenater av hippokampus etter inititering av somaninduserte
anfall, har imotsetning til studier utført med mikrodialyse ikke kunne påvise en
endring i glutamatinnholdet (Fosbraey et al., 1990; Shih & McDonough, 1997).
I tillegg er det vist at ACh kan ha både eksitatorisk og inhibitorisk effekt på
glutamaterge nevroner i hippokampus (se innledning avsnitt 1.4.3). Det er der-
for en mulighet for at årsaken til de små forskjellene i resultatene som jeg har
observert, er at summen av den stimulerende og inhibitoriske effekten av kolinerg
innervering på glutamaterge nevroner ved somanforgiftning utjevner hverandre.

ACh-frisetting

Den forventete økningen i frisettingen av 3H-glutamat fra hippokampusskiver
etter perfusjon med soman i buffer ved elektrisk stimulering kunne ikke påvises
i in vitro forsøkene mine. Tidligere studier har vist at den økte ekstracellulære
glutamatkonsentrasjonen i hippokampus ved in vivo somanforgiftning er avhengig
av av en økt kolinerg aktivering (Lallement et al., 1992a). På bakgrunn av dette
ville jeg undersøke om ACh ble frisatt i samme frekvensområdet som ble benytt-
et for å måle frisetting av 3H-glutamat ved elektrisk stimulering (0-30 Hz). Ved
elektrisk stimulering fulgte frisetting av endogen ACh og 3H-glutamat et svært
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likt forløp ved elektrisk stimulering, og i begge tilfellene ble maksimal frisetting
oppnåd ved ca 10 Hz. Det var derfor ikke indikasjoner på utilstrekkelig aktivering
av de eksisterende kolinerge nevronene ved de frekvenser som ble benyttet til å
studere frisetting av 3H-glutamat fra hippokampusskiver under soman perfusjon.

Effekten av soman på in vitro frisetting av endogene aminosyrer fra marsvin
hippokampusskiver

Frisetting av aminosyrene glutamat, aspartat, GABA, glutamin og alanin ble målt
etter in vitro eksponering til soman. Aminosyrene glutamat og aspartat er eksito-
toksiske (Olney et al., 1974) og antas å spille en viktig rolle i utviklingen av
somanindusert hjerneskade (Braitman & Sparensborg, 1989; Lallement et al.,
1991a; Lallement et al., 1993a). Glutamin dannes fra glutamat som er akkumulert
i astrocytter (Martinez-Hernandez et al., 1977; Sisjö, 1978; Nicholls & Attwell,
1990), og ble målt fordi den er en forløper for nevrotransmitteren glutamat. GABA
er en inhibitorisk nevrotransmitter i CNS, og studier utført av Fosbraey et al.
(1990) og Shih & McDonough (1997) har vist at GABA konsentrasjonen i homo-
genat fra CNS øker i tiden mellom 20-60 minutter etter initiering av somanin-
duserte sentralnervøse anfall i hjernen. Aminosyren alanin ble i disse studiene
benyttet som en markør på uspesifikk ikke-nevronal frisetting av endogene amino-
syrer ved KCl-stimulering, siden alanin ikke er en nevrotransmitter i CNS.

Ved stimulering med 75 mM KCl-buffer med soman var frisettingen av amino-
syrene glutamat, GABA og glutamin redusert i forhold til perfusjon med kontroll-
buffer, både i forsøksserien stimulert i fraksjonene A, B og C og ved stimulering
kun i fraksjon A. Dette indikerer at soman kan redusere frisetting av amino-
syrene glutamat, GABA og glutamin, og at effekten av soman først er syn-
lig ved stimulering med 75 mM KCl, som er en stimulering nær det som gir
50 % av maksimal frisetting av 3H-glutamat. Tidligere in vivo studier har ikke
kunnet påvise en reduksjon i verken glutamat, glutamin eller GABA-nivået i
hippokampus eller andre hjerneområder ved somanforgiftning, verken i ekstra-
cellulær væske (Lallement et al., 1991a; Lallement et al., 1992a; Lallement et
al., 1993b) eller i homogenat (Fosbraey et al., 1990; Shih & McDonough, 1997).
Reduksjonen i aminosyrefrisetting ved stimulering med 75 mM KCl kan der-
for enten være et resultat av en ukjent effekt av soman på glutamat, GABA og
glutaminfrisetting, eller et resultat av tilfeldige variasjoner i analysen og eventu-
elle metodiske unøyaktigheter ettersom antall forsøk var relativt lavt (n=2-4).
Flere årsaker peker mot at resultatene gir grunn til å konkludere at soman ikke
gir en reduksjon i frisetting av aminosyrene glutamat, GABA og glutamin. I de
forsøkene hvor jeg benyttet stimulering med 100 mM KCl kun i fraksjon A var fri-
setting ved perfusjon med soman høyere eller lik kontroll for de tre aminosyrene.
I tillegg var forholdet mellom frisetting av aminosyrene glutamat, glutamin og
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GABA svært lik ved økende KCl-stimulering ved både soman perfusjon og og
perfusjon med kontrollbuffer, til tross for at de spiller svært ulike nevrokjemiske
roller i hjernen. Ved stimulering med 75 mM KCl i forsøksserien hvor jeg stimu-
lerte i fraksjon A,B og C, var frisettingen av aminosyren alanin ved soman
perfusjon signifikant redusert i forhold til kontroll. Årsaken til denne reduksjon-
en er ikke kjent, men alanin er ikke en nevrotransmitter i hjernen og det er ikke
rapportert noen effekter av soman på frisettingen av denne aminosyren tidligere.
På bakgrunn av dette forventet jeg ikke å finne en endring i frisetting av alanin ved
KCl-stimulering eller soman perfusjon. Ettersom reduksjonen i alaninfrisetting
var sammenfallende med reduksjonen i glutamat, glutamin og GABA-frisetting
ved soman perfusjon og stimulering med 75 mM KCl, gir dette økt grunn til å
tro at de observerte reduksjonene i glutamat, glutamin og GABA-frisettingen ved
soman perfusjon ikke er et en effekt av soman, men et resultat av tilfeldig variasjon
og eventuelt metodiske unøyaktigheter p.g.a. få forsøk.

Ved å sammenlikne med tidligere in vivo studier utført ved systemisk
administrasjon av soman indikerer disse resultatene at aminosyrefrisetting ved in
vitro soman perfusjon, i likhet med frisetting av 3H-glutamat, ikke gir et represen-
tativt bilde av neurokjemiske forandringer i hippokampus ved somanforgiftning.

AChE- og BuChE-aktiviteten

AChE- og BuChE-aktiviteten i alle hippokampusskivene var tilnærmet fullstendig
hemmet etter perfusjon med soman (10 � M) i buffer. Etter soman perfusjon var
restaktiviteten av AChE mellom 0,5-5,5 % og tilsvarende verdier for BuChE-
aktiviteten var mellom 0-10 % i forhold til kontroll. Til tross for at AChE- og
BuChE-aktiviteten var lav i homogenatet, er dette ingen garanti for at AChE
lokalisert i de kolinerge synapsene blir tilstrekkelig hemmet in vivo. AChE i
hjernen er lokalisert i kolinerge synapser (Siegel et al., 1999) og AChE-aktivten
utgjør den kvantitativt viktigeste kolinesterasen i hippokampus. I tillegg til det
nevronale AChE foreligger det, som vist i mine forsøk, en lav konsentrasjon av
BuChE i hjernen. BuChE-aktiviteten er svært lav i forhold til AChE-aktiviteten
og spiller antakelig ingen vesentlig rolle for hydrolyse av ACh i synapsene i
vevet. BuChE fra plasma og AChE fra røde blodlegemer i hippokampusskivene
vil også kunne bidra til hydrolyse av ACh i homogenater av hjernen. Restaktivitet-
ene av AChE og BuChE i homogenater av hippokampus etter enzyminhibering
med soman gir av den grunn ikke et direkte mål på den synaptiske AChE-
aktiviteten. Det er interessant å merke seg at tidligere studier har vist at AChE-
aktiviteten i blodlegemer kan være hemmet opptil 90 % med karbamater parrallelt
med at AChE-aktiviteten i hjernen er hemmet opptil 50 % uten at observerbare
symptomer har forekommet hos marsvin (Personlig kontakt, Dr. Janet Wetherell,
Dstl, Porton Down, Storbritannia). Videre er det vist at kolinesteraseaktiviteten i
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plasma hos rotte kan være hemmet opptil 70 % før toksiske effekter av soman-
forgiftning er observert (Walday et al., 1993). Manglende økning i frisetting av
3H-glutamat og endogene aminosyrer ved in vitro soman perfusjon kan av den
grunn ikke utelukkes å være forårsaket av en lav grad av inhibering av synaptisk
AChE.

4.2.3 Effekten av in vivo mikroinjeksjon av soman på hippo-
kampal EEG og thetaaktivitet

Adferdsregistrering og EEG

Forsøkene hvor rotter fikk injisert 1 nmol soman direkte i hippokampus resulter-
te i at 33 % av dyrene fikk sporadiske kramper og epileptiformt EEG, og ett av
to dyr injisert med 10 nmol soman fikk kontinuerlige kramper og epileptiformt
EEG. Anfallet utløst av injeksjon av 10 nmol soman var adferdsmessig svært
likt sentralnervøse anfall observert i rotter etter systemisk administrasjon av tok-
siske doser soman (personlig observasjon). Dette kan tyde på at inhibering av
AChE-aktiviteten i hippokampus er tilstrekkelig til å utløse sentralnervøse anfall i
CNS. Selv om det ikke ble gjennomført histokjemisk farging av hjerneskiver etter
injeksjon av 10 nmol soman for å kartlegge diffusjonene av soman fra injeksjons-
stedet, er det grunn til å anta at injeksjon av 10 nmol soman vil resultere i hem-
ming av AChE-aktiviteten i et større område enn ved injeksjon av 1 nmol soman.
Injeksjon av 1 og 10 nmol soman inhiberte AChE i hippokampusskiver i nærhe-
ten av injeksjonsstedet (H1-H3). Ved injeksjon av 1 nmol soman ble AChE både
i hippokampus og hjernestrukturer i nærheten av høyre hippokampus også inhi-
bert, spesielt i korteks, høyre habenularkjerne og deler av fimbria (figur 3.25).
Det er derfor usikkert om de observerte adferdsendringene etter injeksjon av 1 og
10 nmol soman skyldes effekter av AChE-inhibering utelukkende i hippokampus,
eller om endringene var et resultat av AChE-inhibering i hippokampus og i and-
re hjerne strukturer som en følge av diffusjon av soman fra injeksjonsstedet.
Spredning av soman til andre hjernestrukturer enn hippokampus kunne antake-
lig vært ungått hvis soman løst i 1 � l 0,9 % NaCl hadde blitt injisert over en noe
lengre tidsperiode på f.eks ti minutter isteden for ett minutt. Den korte tiden fra
injeksjon av soman til initiering av anfallet (1-2 min) tyder på at anfallet induse-
res av øyeblikkelige nevrokjemiske forandringer som et resultat av reduksjonen
i AChE-aktiviteten, sannsynligvis som en følge av økt ACh-nivå i hippokampus.
Tidligere studier har viste lignende adferdsendringer ved mikroinjeksjon av 11
nmol soman i amygdala, men ikke i hippokampus (McDonough et al., 1987).
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Theta- og LIA-aktivitet

Dannelse av thetarytme i hippokampus er avhengig av kolinerg og GABAerg input
fra mediale septum, og balansen mellom det kolinerge og det GABAerge system-
et avgjør om synkron (theta) eller asynkron (LIA) aktivitet opppstår (Bland &
Oddie, 2001). Mikroinjeksjon av soman i hippokampus ble derfor antatt å kunne
gi endringer i theta aktiviten, via inhibering av AChE som resulterer i økt kolinerg
effekt gjennom høyere aktivering fra nevroner i MS og BD. I andre studier er det
vist at systemisk administrasjon av organofosfatet paroxon har kunnet indusere
en lav-frekvent (3-7 Hz) atropin-sensitiv thetarytme i hippokampus (Lamanche et
al., 1980).

Thetafrekvensen i GD og CA1 varierte mellom ca 7,5 og 9,0 Hz gjennom hele
måleperioden etter injeksjon av 0,9 % NaCl og 1 og 10 nmol soman. Det var
ingen klar effekt av somaninjeksjon, men etter injeksjon av 10 nmol soman var
thetafrekvensen i GD høyere i forhold til kontroll i de fleste tidsintervaller. Regi-
strering i ett dyr gir likevel ikke grunnlag for å konkludere om frekvensøkningen
var en tilfeldighet eller en reell effekt av somaninjeksjon. Tidligere studier ut-
ført av Vanderwolf (1969) har vist at theta frekvensen er knyttet til hvor raskt
en type 1 adferd gjennomføres. Jo raskere en bevegelse gjennomføres, jo høy-
ere blir frekvensen på theta-aktiviteten. Dette kan forklare den store variasjonen
i thetafrekvensen som ble observert over tid i forsøkene mine. Av samme grunn
er dermed endringer i theta frekvensen sannsynligvis et dårlig mål for graden av
organofosfatforgiftning i hippokampus ved mikroinjeksjon i GD.

Reduksjonene i theta og LIA-amplituden i GD og CA1 0-1 minutter etter
injeksjon var sannsynligvis ikke en effekt av AChE-inhiberingen som følge
av soman eksponering, men en direkte effekt av selve injeksjonen ettersom
reduksjonen ble registrert etter injeksjon av både soman og 0,9 % NaCl. Reduksjo-
nene i theta og LIA-amplituden i både GD og CA1 varierte fra dyr til dyr tilsyne-
latende uavhengig av hvilken løsning som ble injisert og stabiliserte seg etter ca 2
minutter på samme nivå for de fleste injeksjonen. Reduksjonen i LIA-amplituden
i tidsintervallet 0-2 minutt i CA1 etter injeksjon av 1 nmol soman var betydlig
større enn kontroll, men registrering i ett dyr gir ikke grunnlag for å konkludere
om amplitudereduksjonen var en reell effekt av somaninjeksjon eller en tilfeldig-
het. Mikroinjeksjon av soman og inhibisjon av AChE i hippokampus ser derfor
ikke ut til å påvirke theta eller LIA-aktiviteten i forhold til kontrolldyr injisert
med 0,9 % NaCl. Disse resultatene er i samsvar med et tidligere forsøk som viste
at effekten av organofosfater på thetarytmen ved systemisk administrasjon ikke
hovedsakelig styres av effekter direkte på hippokampus, men av effekter på pace-
makerceller i MS (Nio & Breton, 1994).
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4.2.4 Effekten av in vivo mikroinjeksjon av soman på in vitro
frisetting av ACh og endogene aminosyrer

Ved in vivo mikroinjeksjon av soman vil den kolinerge innerveringen fra MS og
BD være intakt, noe som ville gi bedre forutsetninger for kolinerg aktivering av
glutamaterge nevroner i hippokampus enn ved in vitro perfusjon av hippokampus-
skiver med soman. Jeg undersøkte derfor om in vitro frisetting av ACh og amino-
syrer og totalinnhold av aminosyrer var endret i forhold til kontroll etter mikro-
injeksjon av soman.

AChE- og BuChE-aktivitet og frisetting av endogen ACh

Frisetting av ACh ved kjemisk stimulering var signifikant høyere i hippokampus-
skivene H1-H3 etter mikroinjeksjon av 1 og 10 nmol soman i forhold til kontroll
forsøk. Disse resultatene er i samsvar med reduksjonen av AChE-aktiviteten
observert i skiver fra samme område, med unntak av H1 mikroinjisert med 1 nmol
soman. Diffusjon av soman ut fra injeksjonsstedet i høye nok konsentrasjoner for
å inhiberte AChE-aktiviteten, var dermed begrenset i hippokampus til et område
med en radius på ca 1,2-2,0 mm rundt injeksjonskanylen. Resultatene viser at
ACh-nivået øker i takt med økende inhibering av AChE og er i samsvar med
tidligere publiserte data som viser at inhibering av AChE og en økning i det
ekstracellulære ACh-nivået er den tidligste detekterbare forandringen i CNS etter
systemisk administrering av toksiske doser soman (Shih, 1982; Shih et al., 1986;
Fosbraey et al., 1990; Lallement et al., 1992b). Resultatene indikerer derfor at in
vitro ACh-frisetting og AChE-aktivitet etter in vivo mikroinjeksjon av soman gjen-
speiler effektene av soman på AChE-aktivitet og ACh-nivå i CNS etter systemisk
administrasjon av toksiske doser soman.

Aminosyrefrisetting

Det ble ikke påvist signifikante endringer i basal eller KCl-indusert frisetting av
endogen glutamat, aspartat, glutamin eller alanin i noen av de ulike hippokampus-
skivene etter in vivo mikroinjeksjon av 1 og 10 nmol soman i forhold til kontroll.
Den basale GABA-frisettingen etter injeksjon av soman var redusert for en del
av skivene, men GABA-nivået i perfusjonsbuffer ved basalfrisetting var i flere
tilfeller lavere enn deteksjonsgrensen for analyse med HPLC. Ettersom et GABA-
nivå like under deteksjonsgrensen vil bli avlest som 0 pmol, og dermed bidra til
en lavere gjennomsnittsverdi en hva som faktisk er tilfelle, kan differansen i basal
frisetting av GABA mellom soman perfunderte og kontrollskiver forklares som
et resultat av et metodisk analyse problem. Resultatene viser at in vivo mikro-
injeksjon av 1 og 10 nmol soman i hippokampus hos rotte ikke gir noen klar
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effekt på in vitro frisetting av aminosyrene glutamat, aspartat, GABA, glutamin
og alanin. For sammenlikning har tidligere in vivo studier utført av andre grupper
etter systemisk administrasjon av soman, vist en økning i den ekstracellulære
konsentrasjonen av glutamat og glutamin, men ingen endring i aspartat og GABA
nivået i hippokampus (Lallement et al., 1991a; Lallement et al., 1993b). Mikro-
dialyse av striatum med 10 mM soman har tidligere vist å gi økt ekstracellulær
konsentrasjon av aminosyrene glutamat, aspartat og GABA (Jacobsson et al.,
1997).

Totalt aminosyreinnhold i hippokampus

Endringer i aminosyreinnholdet i homogenat av hippokampus kan være en indi-
kator på forandringer i frisetting, opptak eller metabolisme av aminosyrene.
Forsøkene hvor frisetting av aminosyrer ble målt i perfusat er mer represen-
tative for ekstracellulære forandringer av aminosyrer som forekommer i vevet,
slik som effekten av in vivo somaninjeksjon på in vitro frisettingen av ACh fra
hippokampusskiver.

Totalinnholdet av glutamat og glutamin var signifikant høyere etter injeksjon
av 1 og 10 nmol soman i forhold til kontroll i en del hippokampusskiver rundt
injeksjonsstedet (H1-H3). Nivået av aminosyrene aspartat og GABA økte også
noe i en del av skivene etter somaninjeksjon, men økningen var ikke dose-
avhengig og kan av den grunn ikke antas å være en reell effekt av somaninjeksjon.
Den parallelle økningen i glutamat og glutamininnholdet kan tyde på at soman-
injeksjon i hippokampus har påvirket metabolismen av glutamat, ettersom nevro-
nalt glutamat kan metaboliseres til glutamin i astrocytter (Martinez-Hernandez
et al., 1977; Sisjö, 1978; Nicholls & Attwell, 1990). En eventuell økning i in
vitro frisetting av glutamat og andre aminosyrer i hippokampusskiver etter soman-
injeksjon kan ha blitt maskert ved effektivt re-opptak via aminosyretransportører i
nevroner og astrocytter (Hertz, 1979; Kanai et al., 1993; Danbolt, 1994). I til-
legg er organofosfater tidligere vist å også ha effekter på ulike ikke-kolinerge
enzymer (Somani & Husain, 2001). Dette kan påvirke metabolismen av ulike
aminosyrer og kan antakelig påvirke toatalinnholdet av aminosyrer i hippokampus
homogenat etter mikroinjeksjon av soman. En annen mulighet er at økningen
ikke skyldes somaninjeksjonen, men var et resultat av tilfeldige varisjoner i ana-
lysen og eventuelle metodiske unøyaktigheter. Den signifikant økning i alanin-
innholdet i hippokampusskivene H1-H3 er et resultat som tyder på dette. Alanin
er ikke kjent å være en nevrotransmitter i CNS, og det er ikke rapportert noen
effekter av soman på denne aminosyren tidligere. I tillegg var forholdet mellom
de ulike aminosyrene i de tre forskjellige forsøksgruppene svært like, til tross for
at de spiller ulike nevrokjemiske roller i hjernen. Til sammenlikning har tidligere
studier hvor totalinnholdet av aminosyrer er målt i hippokampushomogenat etter
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systemisk administrasjon av soman, vist et uendret nivå av glutamat, reduksjon
i aspartatnivået, økt eller uendret glutaminnivå, og økt nivå av GABA (Fosbraey
et al., 1990; Shih & McDonough, 1997). Flere forsøk bør gjennomføres for å få
bekreftet om soman virkelig øker innholdet av noen av aminosyrene etter in vivo
mikroinjeksjon i hippokampus, og om dette skyldest hemming av viktige enzymer
i energimetabolismen, eller er en effekt av redusert AChE-aktivitet.

Nervegass-induserte endringer i aminosyrenivået i hippokampus varierer mye
mellom studier som måler totalt aminosyreinnhold i vevshomogenat og studier
som måler ekstracellulært nivå av aminosyrer med mikrodialyse (McDonough
& Shih, 1997). Mine resultater indikerer at totalinnhold og in vitro frisetting
av aminosyrer etter in vivo mikroinjeksjon av soman ikke gir et tilsvarende
bilde av nevrokjemiske forandringer i hippokampus ved somanforgiftnig, som
ved sammenlikning med endringer observert i andre studier etter systemisk
administrasjon av soman in vivo (Fosbraey et al., 1990; Lallement et al., 1991a;
Lallement et al., 1993b; Shih & McDonough, 1997).

Resultatene viser også at in vivo mikroinjeksjon og in vitro eksponering til
soman gir et forskjellig grunnlag for å detektere en forandring i sammensetningen
av aminosyrer i hippokampusskiver i forhold til in vivo studier utført med mikro-
dialyse av ekstracellulærvæske eller homogensering av hippokampusvev. Alle
tidligere kjente studier av aminosyreforandringer i hippokampus etter soman-
forgiftning er utført in vivo. Svært lite er derimot kjent om effektene av soman
på aminosyrefrisetting ved eksponering direkte i hippokampus, slik som denne
studien har hatt som mål å undersøke, hvor man unngår en rekke uheldige peri-
fere effekter av soman.

4.2.5 Konklusjon

In vitro perfusjon av hippokampusskiver med soman må ut i fra våre resultater vur-
deres å være en mindre egnet modell for å studere av effekten av soman på eksita-
toriske aminosyrer i hippokampus. Resultatene samsvarer ikke med resultater
fra in vivo studier av nevrokjemiske forandringer etter systemisk administrasjon
av soman utført av andre grupper, noe som gjenspeiler hvor vanskelig det kan
være å ekstrapolere data fra in vitro studier til in vivo forhold og vise versa.
Selv om resultatene mine ikke gir entydige svar, er antakelig in vivo metoder
mer velegnet for å studere nevronale effekter av organofosfater. Sentralnervøse
effekter av organofosfat-forgiftninger involverer mange hjernestrukturer samtidig
og toksisitets forløpet endrerer karakter over tid (Fosbraey et al., 1990; Shih
& McDonough, 1997; McDonough & Shih, 1997). Av den grunn bør fram-
tidige studier for å utforske nevrokjemiske mekanismer og effekter av potensielle
medikamenter for beskyttelse mot toksiske effekter av organofosfater utføres in
vivo. Lokale injeksjoner av nervegasser, enten ved mikrodialyse eller mikro-
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injeksjon, kan bli et nyttig redskap for å kartlegge betydningen av ulike hjerne-
strukturer for utviklingen av nevrokjemiske forandringer og nevronale skader ved
organofosfat-forgiftning. I tillegg gir slik administrering av organofosfater færre
perifere symptomer på forgiftning enn ved systemisk administrasjon. De sentral-
nervøse effektene av organofosfater er svært komplekse, og nevrokjemiske for-
andringer og nevronale skader i senere faser av forgiftningen er ofte avhengig av
høy nevronal aktivitet i CNS (McDonough & Shih, 1997; Carpentier et al., 2000).
Derfor bør den terapautiske effekten av potensielle farmaka som f.eks antagonister
til den glutamaterge NMDA reseptoren undersøkes etter in vivo administrasjon av
organofosfater i doser som gir status epilepticus og kramper.

4.3 Videre arbeid

For å kartlegge betydningen av kolinerg fibre fra MS og BD på glutamaterge
systemer i hippokampus ved somanforgiftning bør forsøk med mikrodialyse og
EEG-registrering i hippokampus hos fritt-bevegelige dyr gjennomføres. Ekstra-
cellulær konsentrasjon av ACh og endogene aminosyrer, og endringer i EEG-
aktivitet ved administrasjon med konvulsive doser med soman, bør sammenliknes
hos dyr med intakte nervebaner (kontroll) og hos dyr med lesjoner i septum-
kjernene.
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