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Sammendrag

I hippocampus hos rotter finner man en type nerveceller som aktiveres sted-
spesifikt. Dette innebaerer at de kun er aktive nar rotten er i et bestemt
omrade av omgivelsene. Disse cellene kalles stedceller (eng: “place cells”) og
er forskningsobjektet i denne hovedoppgaven.

Jeg har forsgkt a kartlegge noen av de fysiologsike egenskapene til stedcel-
lene i hippocampus. Dette ble gjort gjennom elektrofysiologiske registreringer
av stedcellenes aktivitet, samtidig som rottens bevegelsesmgnster ble lagret.
Rottene var kronisk implantert med bevegelige elektroder i CAl-omradet i
hippocampus og ble testet under ulike forsgksbetingelser. Fyringsmgnsteret
til stedcellene og atferden til rottene i de ulike forsgkssituasjonene ble sam-
menliknet for & finne karakteristiske trekk som fglge av pavirkning fra ulike
faktorer i ulike forsgkssituasjoner. Dette innebar distale og proksimale lan-
demerker, belgnning og geometrien til forsgksapparatene.

Folgende funn ble gjort i denne studien:

e Belgnning pavirket rottens atferd. Rotten beveget seg raskere, og besgk-
te flere omrader i forsgksfeltet, nar det ble gitt belgnning enn nar den
ikke fikk belgnning.

e Stedcellenes fyringsmgnster pavirkes av belgnning. Aktivitetsnivaet til
stedcellen var hgyere i de sesjonene der rotten fikk belgnning, enn nar
rotten ikke fikk belgnning.

e Geometrien til forsgksapparatet pavirket atferden til rotten. Rotten
hadde et hgyere aktivitets niva i firkantet enn i rundt apparat.

e Stedcellenes fyringsmgnster pavirkes av forsgksapparatets geometri. Sted-
cellene hadde hgyere fyringsfrekvens i det firkantede apparatet, enn i
det runde apparatet.

e Det distale landemerket kontrollerte fyringsmgnsteret til stedcellene i
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firkantet apparat. Dette ble vist nar apparatet ble rotert 90°, og fyrings-
feltene fulgte etter.

e De proksimale landemerkene hadde liten, eller ingen kontroll over sted-
cellenes fyringsmgnster i denne studien.



Kapittel 1

Introduksjon

Atferd er et resultat av samspillet mellom arv og miljg. Hos pattedyr er
leering og hukommelse den viktigste mekanismen for at miljget skal kunne
pavirke atferden. Lagring og prosseseringen av hukommelse gir utslag i endret
atferd, og det bidrar rett og slett til at vi er den vi er, ved at det vi opplever
preger oss som individer. Leaering og hukommelse spiller en viktig rolle nar
pattedyr skal orientere seg i sine omgivelser. Evnen til navigasjon pa grunnlag
av tidligere erfaringer gir dyrene en egen oppfattelse av omgivelsene, og gir
de mulighet til & planlegge sine bevegelser. Dette gir pattedyr og fugler bedre
muligheter til & finne mat, unnga predatorer og til a finne make. Den typen
hukommelse som ligger til grunn for navigasjon kalles spatial hukommelse, og
hippocampus har blitt utpekt som et hovedsete for denne typen hukommelse.

I 1971 oppdaget O’Keefe og Dostrovsky gjennom forsgk med rotter at pyra-
midecellene i hippocampus gkte fyringsraten nar rotten befant seg i spesi-
fikke omrader av omgivelsene [73]. Egenskapene til disse nevronene, som ble
kalt som stedceller har senere blitt ngye studert. Stedcellen ble funnet i en
tid det ble forsket mye pa hippocampus gjennom kliniske observasjoner. Op-
pdagelsen av stedceller hos rotter ble en bekreftelse av de kliniske funnene pa
cellulzert niva. Derfor var oppdagelsen av stedcellene et gjennombrudd som
ga eksperimentelle beviser pa de tidligere kliniske observasjonene. Funnene
fikk stor betydning for forstaelsen av hippocampus sin funksjon i lagring
og prosessering av hukommelse. Kliniske funn pa femtitallet viste at hip-
pocampus spiller en avgjgrende rolle for orienteringsevnen hos mennesker.
Dette ble avdekket gjennom studier av pasienter med skader i hippocampus.
Det er sarlig studier av en pasient som betegnes med initialene “H.M.” som
har bidratt til innsikt i hippocampus sin funksjon hos mennesker [87]. H.M.
gjennom gikk en operasjon der deler av hippocampus, amygdala og tempo-



2 KAPITTEL 1. INTRODUKSJON

ral lappen ble fjernet for & redusere epileptiske plager. Etter operasjonen led
H.M. av anterograd amnesi; han husket ikke nye hendelser eller mennesker
han nettopp hadde mgtt, men opplevelser og mennesker fra barndommen
husket han godt. H.M. sin intelligens og evne til & laere nye motoriske fer-
digheter var normal. Funnene fra H.M. gjorde at hippocampus ble antatt &
spille en avgjgrende rolle for lagring av ny informasjon. I tillegg til kliniske
observasjoner hos mennesker har atferdstudier pa rotter og mus ogsa bidratt
til & avdekke hippocampus sin rolle i navigasjon og spatial laering. Studier
pa rotter med lesjoner i hippocampus har vist at orienteringsevnen svekkes
nar hippocampus ikke er intakt [59, 60]. I tiden etter oppdagelsen av stedcel-
lene i 1971 har utallige studier bidratt til at hippocampus sin sentrale rolle i
prosessering av spatial informasjon har blitt akseptert.

Studier pa stedcellene i hippocampus hos rotter er et ledd i kartleggingen
av hippocampus sin funksjon i lagring og gjenkallelse av hukommelse, ogsa
hos mennesker. Stedcellene kan gi informasjon om hvordan hukommelse fun-
gerer pa cellulzert niva. Dette er viktig i et samfunnsmedisinsk perspektiv.
Det er en forutsetning a forsta hvordan normal hukommelse fungerer, fgr
en kan avdekke mekanismene som forarsaker hukommelsesvikt som for ek-
sempel Alzheimers sykdom og senilitet. En bedre forstaelse av hippocampus
sin funksjon kan pa lang sikt bidra til mer effektiv behandling av hukom-
melsessvikt.

1.1 Hukommelse og hippocampus sin funksjon

Hos mennesker deles hukommelsen inn i deklarativ og nondeklarativ. Den
nondeklarative hukommelsen hentes frem ubevisst, for eksempel innlaerte mo-
toriske ferdigheter. Den deklarative hukommelsen krever bevissthet og om-
fatter blant annet ansikter, fakta, hendelser og objekter [12]. Den deklarative
hukommelse kan videre inn i semantisk og episodisk hukommelse [68, 100].
Semantisk hukommelse omfatter faktaopplysninger. Gjen-kjennelse av spa-
tiale relasjoner som hendelser, kontekst og landemerker klassifiseres under
episodisk hukommelse. En av hjernens viktigste funksjoner er & lagre minnes-
por for personlige hendelser i hverdagen. Episodisk hukommelse er et kogni-
tivt system som er ulikt andre hukommelsesystemer, og gjgr det mulig for
mennesker & huske hendelser i fortiden [101].

Hvilken rolle hippocampus spiller for de ulike typene hukommelse, hos forskjel
lige dyrearter, er komplisert & avdekke fordi strukturen er sterkt forbun-
det med omliggende hjernestrukturer som korteks, thalamus og andre lim-
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biske strukturer. Lesjonsstudier gir derfor ikke utvetydig informasjon om hip-
pocampus, siden det er stor sannsynlighet for at strukturene med forbindelse
til hippocampus ogsa blir rammet av lesjonen. Hippocampus sin rolle for
hukommelse er derfor ikke helt avdekket, men det er utviklet en rekke teori-
er, disse omtales senere i avsnitt 1.3. Det er ikke fullstendig enighet mellom
forskningsgruppene i fagmiljget om hippocampus sin funksjon (diskuteres i
avsnitt 5.5). Det foreligger imidlertid mye data som utpeker hippocampus til
en ngkkelstruktur for en rekke deklarative hukommelsesfunksjoner, spesielt
episodisk og spatial hukommelse. Studier av spatial hukommelse hos rotter
har veert viktig for & kartlegge hippocampus sin rolle for hukommelsen ogsa
hos mennesker.

Figur 1.1: Bilde av snitt av rottehjerne. Hippocampus ligger like under hjernebarken og
er merket med en sirkel. Cellelagene i hippocampus vises ved at de har en mgrkere farge
enn den omliggende substansen (hentet fra www.nbal9.med.uth.tmc.edu/homepage/erich)

1.1.1 Anatomisk inndeling av hippocampus

Hippocampus er en bilateral struktur som ligger rett under korteks hos rotter,
se figur 1.1. Strukturen er en S-formet innfoldning av korteks. Hippocampus
er en del av en gruppe strukturer som utgjgr den hippocampale formasjonen,
se figur 1.2. Den hippocampale formasjonen inkluderer hippocampus, gyrus
dentatus og subiculum og er en del av det limbiske systemet. Hippocam-
pus er delt i subregioner pa grunnlag av cellearkitektoniske forskjeller. Den
mest brukte inndelingen er CA1, CA2, CA3 og CA4 (CA star for cornu am-
monis), som ble gjort av Lorente de No [48]. CA2 har en uklar avgrensing
til CA1 og CA3, og blir derfor ofte ikke nevnt. CA4 kalles ogsa hilus. An-
dersen et al |2] har foreslatt en hypotese der hippocampus har en lamellzer
organisering langs den dorsoventrale aksen. Det innebaerer at funksjonelt og
morfologisk like enheter gjentas gjennom hippocampus. Hver lamella er en
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uavhengig enhet som er i stand til & utfgre samme funksjon, og som kan
modifiseres inhibitorisk og eksitatorisk av nabo-lamella. Lopes da Silva et al.
[47] deler hippocampus formasjonen i syv lag. Det fgrste laget stratum molec-
ulare bestar hovedsaklig av fibre og dendrittiske terminaler. Det andre laget,
stratum lacunosum bestar av kollateraler og eksterne fibre. Lag nummer tre
heter stratum radiatum og bestar av Schaffer—kollateraler og karakteristisk
spredte cellelegemer. I stratum pyramidale ligger cellelegemene til pyramide-
cellene, og utgjor det fjerde laget av CAl. Det femte laget, stratum oriens
bestar av internevroner og Schaffer—kollateraler som terminerer pa de basale
dendrittene til pyramidecellene. I alveus mgtes afferenter fra entorhinalko-
rteks og aksoner fra pyramidecellene. Det siste laget utgjgres av epitellaget
til ventrikkeloverflaten.

septal Pole

Tempoaral Fole

Figur 1.2: Skjematisk tegning som viser plasseringen av hippocampus i rottehjerne med
omliggende strukturer.
Figuren er hentet fra http://www.nbal9.med.uth.tmc.edu/homepage/erich/place.htm

Nevronale forbindelser

Den anatomiske plasseringen til hippocampus gjgr den til en sentral struk-
tur med forbindelser til en rekke kortikale og subkortikale enheter. Affer-
ente fibre inerverer hippocampus hovedsaklig fra entorhinalkorteks gjennom
den perforante bane [48], og fra de mediale septumkjernene gjennom fornix-
fibre [91]. Entorhinalkorteks mottar sanseinformasjon via afferente nerve-
celler i kortikale omrader og projiserer tilbake til mange av de samme ko-
rtikale omradene. Informasjon som mottas av entorhinalkorteks kan dermed
sendes gjennom hele det hippocampale nettverket, bearbeides og deretter
sendes tilbake til de kortikale omradene hvor informasjonssignalene hadde
sin opprinnelse [91]. Denne bearbeidingen av sanseinformasjon kan danne
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(S

grunnlaget for lagring av informasjon i langtidshukommelsen. Efferente fibre
gar tilbake til entorhinalkorteks, i tillegg til hypothalamus, presubiculum,
septum og thalamus.

CAl-omradet sin hovedkilde til nevronal informasjon er via den sakalte tre
synaptiske kretsen som gar fra entorhinalkorteks til CA1l via gyrus denta-
tus og CA3 [30]. I tillegg gar det en direkte bane fra entorhinalkorteks til
CA1 [13], se figur 1.3. Studier har vist at den direkte banen mellom en-
torhinalkorteks og CAl-omradet selv kan veere tilstrekkelig for gjenkjennelse
av minner, mens gjenkalling av minner er avhengig av CA3-omradet og at
impulsene gar via den tresynaptiske kretsen [13].

Schaffer-kollateralene er fibre som forbinder CA3 og CA1l. Nevronene er ek-
sitatoriske og bruker glutamat som transmittersubstans [11, 69]. Schaffer—
kollateralene har hovedsaklig synapser pa de apikale dendrittene til CA1-
pyramidecellene i stratum radiatum. Forbindelser internt i CA1 utgjgres av
et komplekst nettverk med internevroner som mottar eksitatorisk innput fra
Schaffer—kollateraler og kollateraler fra pyramideceller. Internevronene kan
ogsa inhibere pyramideceller og andre internevroner.

Schaffer-
kollateraler
Entorhinal korteks CA1
-g Perforant
£ bane
% Gyrus dentatus | & \\
& g
S Mosefibre @ T CA3
g g
£ CA3 S Pr—
< Schaffer- ® ‘ Q
8 kollateraler

oA b Mosefibre Gyrus dentatus |

Perforant bane
fra Entorhinal korteks

Figur 1.3: Forbindelser mellom de forskjellige omradene i hippocampus. a viser den tre-
naptiske kretsen som gar fra entorhinalkorteks til CAl-omradet via gyrus dentatus og
CA3. b viser hvordan nervebanene gar gjennom de forskejllige omradene i hippocampus.
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1.1.2 Pyramideceller

Pyramidecellen har navn etter formen pa cellelegemet, se figur 1.4. Cel-
lelegemene har variabel stgrrelse, de blir gradvis mindre fra CA3 til CA1,
mens de apikale dendrittene gradvis blir lenger og tynnere fra CA3 til CALl.
Cellelegemene i CA1 er ca 25-40 um. De apikale dendrittene strekker seg
300 um fra cellelegemene i stratum pyramidale til stratum lacunosum-moleculare.
De basale dendrittene gar fra cellelegemet til stratum oriens mot ventrikkel
overflaten [91]. Begge dendrittypene har vidspredte forgreininger og hgyt an-
tall spinae.

De fleste pyramidecellene genererer aksjonspotensialer i impulstog, og kalles
“complex—spike” celler. Impulstogene forlgper seg som tre til ti hurtige ak-
sjonspotensialer med synkende amplitude og gkende intervall [81]. Impul-
stogene fra “complex spike’—cellene likner stimuleringen som vanligvis blir
gitt under forsgk med langtids—potensiering. Under slike forsgk er det pavist
at stimuleringstogene forandrer spenningen mellom utsiden og innsiden pa
nevronet og kan fgre til varige endringer av synapsestyrken [9]. Ut i fra det
kan man postulere at “complex spike’—aktiviteten kan ha samme effekt pa
synapsene, som det er vist at den elektriske stimuleringen har.

Synaptisk plastisitet som nevronal modulering av cellenes egen-
skaper

Synapsene er hovedsete for kommunikasjon mellom nervecellene og over-
fgrer signaler fra den presynaptiske til den postsynaptiske cellen. Signal-
transmisjonen kan vaere direkte gjennom elektrisk stimulering av den synap-
tiske spalten (eng: “gap junction”) eller indirekte ved hjelp av nevrotransmit-
tersubstans som stimulerer den postsynaptiske cellen kjemisk. Nevrotrans-
mittersubstansen binder seg til reseptorer pa den postsynaptiske membranen
og sgrger for en depolarisering eller hyperpolarisering av membranen [6].

Grunnlaget for at dyr skal tilegne seg ulike typer informasjon ligger i synapsenes
evne til & forandre styrken pa nerveimpulsen. Det foregar ved at gjentatte
stimuli kan fgrer til varige endringer i synapsestyrken og synapsens mor-
fologi. Synapsen kan svekkes med LTD, langtidsdepresjon, eller styrkes med
LTP, langtidspotensiering. LTP kan induseres av hgyfrekvent elektrofysi-
ologsik stimulering. N-methyl-D-aspartat (NMDA) reseptoren ser ut til &
vaere sentral i de langvarige forandringene av synapsen, og dermed ogsa for
dyrenes evne til & laere. Studier med rotter som har fatt injisert NMDA-
reseptor—antagonist har vist at rottene far en svekket evne til & orientere seg
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nar NMDA resteptorene er blokkert [58]. Disse rottene hadde i motsetning til
de normale ikke mulighet til & indusere LTP, og mistet da ogsa muligheten til
a tilegne seg spatial informasjon [14|. Disse utviklet sannsynligvs ikke men-
tale representasjoner og hadde ikke muligheten til & planlegge hvordan de
skulle finne belgnningen.

Figur 1.4: Golgi-praparat av pyramidecelle fra CAl-omradet i hippocampus. Bildet er
hentet fra Synapse Web Medical College of Georgia.
http://synapses.mcg.edu/anatomy /calpyrmd/calpyrmd.stm

1.1.3 Stedceller — egenskaper og sartrekk

En stedcelle er en pyramidecelle i CA1 eller CA3 som fyrer stedspesifikt, den
fyrer kun nar rotten befinner seg i et bestemt omrade av omgivelsene [73].
Alle pyramideceller i hippocampus er potensielle stedceller. Stedcellene i hip-
pocampus hos rotter utgjor et av de mest tydlige eksemplene pa sammenheng
mellom nevronal aktivitet og atferd hos pattedyr. De ble oppdaget av O‘Keefe
og Dostrovsky i 1971 [73]. O’Keefe og hans kolleger studerte hippocampus
sin mnemoniske funksjon hos rotter uten lesjoner. Da de registrerte nevronal
aktivitet fra nevroner i hippocampus ble det oppdaget at mange av cellene
hadde stedspesifikk fyring. Disse cellene var sveert aktive nar rotten var i et
bestemt omrade, og nesten helt stille nar rotten befant seg i de gvrige deler av
omgivelsene. Stedcellenes rolle for spatial hukommelse har siden blitt kartlagt
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gjennom studier pa rotter, mus og mennesker med skader i hippocampus. Det
omradet som aktiverer stedcellen til a fyre betegnes som cellens fyringsfelt.

Stedcellenes fyringsfelt

Nar rotten befinner seg i fyringsfeltet gker aktiviteten til stedcellen opptil
40 Hz [64]. Utenfor fyringsfeltet fyrer stedcellen mindre enn 0,1 Hz. De ulike
fyringsfeltene er jevnt fordelt utover apparatets overflate [64]. I noen studier
er det vist at fyringsfeltene har en tendens til & ligge neer veggen av appa-
ratet [28]. Fyringsfeltene er ofte plassert i naerheten av sensoriske stimuli,
for eksempel visuelle, olfaktoriske eller auditive [22, 28]. Fyringsmgnsteret til
stedcellene kan vare stabilt over flere dager [97], noe som tyder pa at den
mentale representasjonen gjenkalles, heller enn & dannes pa nytt hver gang
rotten kommer i kjente omgivelser.

Landemerker som kan kontrollere stedcellenes aktivitet

Hva aktiverer stedcellene til fyre nar rotten er i fyringsfeltet til cellen?

Plassering av fyringsfelt og fyringsmgnster i feltet bestemmes av de spatiale
landemerkene rotten har tilgang til i omgivelsene. Studier har vist at lokalis-
eringen av fyringsfeltene kontrolleres bade av allosentrisk 75| og ideothetisk
informasjon [36]. Den allosentrisk informasjonen er informasjon som dyret
henter fra sine omgivelser, mens den ideothetiske informasjonen genereres in-
ternt av likevektsorganet og det proprioseptive systemet. I de fleste situasjon-
er brukes allosentrisk og ideothetisk informasjon samtidig, men hvis infor-
masjon fra den ene typen landemerke er fravaerende, benytter dyret den gjen-
vaerende informasjonen. For & finne ut hvilke landemerker som kontrollerer
fyringsfeltene, kan man studere hvilke manipuleringer av omgivelsene som
fgrer til endringer i fyringsmgnsteret. Endring av allosentrisk informasjon fra
omgivelsene har sterk innvirkning pa stedcellenes fyringsmgnster. Den sen-
soriske informasjonen som rotten har tilgang til i omgivelsene, deles i proksi-
male og distale landemerker, avhengig av hvor naert rotten de er lokalisert.
De proksimale landemerkene befinner seg naermest rotten og omfatter lukt,
lyd og synsinntrykk fra lokale objekter. De distale landemerkene er plassert
mer perifert i omgivelsene, for eksempel et hvitt ark pa apparatets vegg.

I studier der omgivelsene til rotten roteres er det vist at fyringsfeltene fglger
med apparatet |63, 72]. Dette tyder pa at den visuelle distale informasjonen
har kontroll over fyringsfeltet. Selv om det ser ut til at distale landemerker
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har stor innflytelse pa stedcellenes aktivitet er det ogsa vist at proksimale
landemerker kan kontrollere fyringsfeltene.

Det er en rekke studier som har vist at proksimale landemerker internt i
forspksapparatet kan utgve kontroll pa stedcellenes fyringsmgnster [40, 63,
88]. Hill & Best viste i 1980 [29] at stedcellene hos blinde og dgve rotter dan-
net stabile fyringsfelt som roterte med apparatet. Det tyder pa at rottene ogsa
bruker annen informasjon som er basert pa ideothetiske kjennetegn fra det
proprioseptive og det vestibulare systemet. I denne studien forsgkte de ogsa
a utelukke den vestibulzre informasjonen ved & rotere rotten rundt sa den
mistet retningsansen, fgr den ble plassert i forsgksapparatet. Disse forsgkene
viste at rotten i mangel pa ideothetisk informasjon brukte proximale lande-
merker. I en studie av Save [86] ble det sammenliknet fyringsmgnstrene hos
blinde rotter med normale. Studien viste at rotter uten tilgang pa visuell
informasjonen hadde stedceller med fyringsmgnster som likner fyringsmgn-
steret fra de normale rottene. Begge gruppene hadde fyringsfelt som roterte
med apparatet. Forskjellen mellom de to gruppene var at fyringsfeltene ble
dannet raskere hos rottene som hadde synet i behold. Hos de blinde rottene
utviklet stedcellene fyringsfelt fgrst nar rotten hadde utforsket objektene i
apparatet.

Omorganisering av den mentale representasjonen av omgivelsene

Endringer i rottenes omgivelser kan fgre til at fyringsfeltene til stedcellepop-
ulasjonen flyttes. Denne omorganiseringen av fyringsmgnsteret skyldes at
cellene lager en ny representasjon av omgivelsene [10]. Dette fenomet kalles
“remapping” og er grunnlaget for at hjernen skal kunne ha en representasjon
for hvert miljg. Dersom omgivelsene ikke endrer seg er fyringsmgnsteret
til stedcellene det samme hver gang rotten er i de bestemte omgivelsene
uavhengig av tidsintervallet mellom hvert besgk [97]. Et felt som ligger i
naerheten av et landemerke som blir fjernet reduserer fyringsraten og stor-
relsen pa feltet [28|. Hvor stor pavirkning manipulering av landemerkene far
pa fyringsfeltene avhenger av distansen mellom fyringsfeltet og landemerket.
Stedceller som blir registrert samtidig kan vise variable grader av omorganis-
ering av det spatiale fyringsmgnsteret etter heterogen modulering av rottens
omgivelser [3]. Dette kan tyde pa at forskjellige stedceller henter informasjon
fra forskjellige kilder i omgivelsene. Hvis rotten er tilstede og observerer at
det foretas endringer i omgivelsene har manipuleringene ingen innflytelse pa
stedcellenes fyringsmgnster [45].
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1.1.4 Funksjonell inndeling av hippocampus

De afferente og efferente forbindelsene endrer seg gradvis fra den dorsale til
den ventrale enden av hippocampus. Det kan tyde pa at den dorsale og ven-
trale delen har ulike funksjoner. Moser og Moser har foreslatt en funksjonell
differensiering av hippocampus langs den dorsoventrale aksen [61]. De anty-
der at hippocampus kan vaere en funksjonelt heterogen struktur der forskjel-
lige omrader av hippocampus er spesialisert til & utfgre bestemte deler av
hukommelsesprosessen, eller muligens forskjellige typer hukommelse. Det er
uenighet i fagmiljget om hvorvidt hippocampus sin funksjon er begrenset
til spatial hukommelse, eller om hippocampus ogsa har en rolle i lagring av
ikke-spatial hukommelse (diskuteres i avsnittet 5.5). Dersom hippocampus
bidrar i lagring av forskjellige typer hukommelse, kan det vaer mulig at de
forskjellige omradene av hippocampus prosesserer forskjellige typer hukom-
melse. Den ventrale og den dorsale delen av hippocampus har ulike nevronale
forbindelser med korteks og subkorteks. Informasjon fra synsbarken gar hov-
edsakelig til den dorsale delen av gyrus dentatus. Forsgk med rotter der bare
en liten del av dette omradet er funksjonelt, har vist at rottene likevel er
i stand til & lgse spatiale oppgaver. Med en tilsvarende blokkering av den
dorsale delen der kun den ventrale delen av hippocampus er inntakt, klarer
rotten ikke & lgse de spatiale oppgavene. Det er vist at den posteriore delen
av hippocampus hos rotter har flere stedceller en den ventrale delen [38|. Det
tyder pa at den dorsale delen har en mer fremtredene funksjon i navigasjon.

Hos mennesker er det vist at den posteriore og anteriore delen av hippocam-
pus har forskjellige oppgaver [52]. Den posteriore delen aktiveres nar gammel
viten skal gjenkalles, mens den anteriore delen brukes nar ny kunnskap skal
tilegnes. Den posteriore delen er vist & spille en viktigere rolle for navigasjon
enn den anteriore. Det er gjort liknede funn hos fugler [15] og aper [16].

1.2 Belgnning kan pavirke atferd og spatial leering

Rottenes atferd kan pavirkes av belgnning og rottenes oppmerksomhet for
omgivelsene. Muligens kan ogsa stedcellenes fyringsmgnster pavirkes av belgn-
ning og av hvor interessante omgivelsene er for rotten.
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1.2.1 Fysiologiske aspekter ved belgnning og motivasjon

Motivasjon kan anses som den drivende kraften til individets atferd, der en
viljestyrt prosess motiveres til & skje for & dekke et behov. Hypothalamus reg-
ulerer homeostasen i hele kroppen, og sgrger for & opprettholde fysiologiske
balanser som temperatur, energi og vann [6]. Reguleringen av homeostasen
starter med en sensorisk transduksjon, der nivaet av en regulert parameter,
for eksempel glukose, estimeres av spesialiserte sensoriske nevroner. Dersom
glukosenivaet i blodet avviker fra normalen sgrger de sensoriske nevronene
for en integrert respons som bestar av tre komponenter, humoral respons,
visceromotorisk respons og somatomotorisk respons. Samspillet mellom disse
bringer glukosenivaet tilbake til en normalverdi. Den somatosensoriske re-
sponsen utgves av nevroner i den laterale delen av hypothalamus. De pavirker
atferden og far individet til & oppsgke mat dersom glukosenivaet er lavt. Det
er ogsa sterke bevis for at basalgangliene med dopaminerge nevroner spiller
en viktig rolle for motivasjonsbasert atferd. Basalgangliene styrer fglelsen av
nytelse og velbehag. Elektrofysiologisk stimulering av de laterale omradene
av hypothalamus har vist at nevronene der setter igang “matrelatert” atferd.
Studier har vist at rotter som har fatt dopaminerge blokkere mister interessen
for a lete etter mat. Dersom formengden til et dyr reduseres vil hypothalamus
og basalgangliene sgrge for at dyrets motivasjon til & finne mat gker.

Motivasjon kan forsterke responser gjennom belgnning eller straff. Forsterkni-
nger kan bidra til mnemoniske prosesser, de kan for eksempel pavirke kon-
solidering av langtids hukommelse [102|. Det antas at assosiativ informasjon
om belgnning kommer fra basolateral amygdala [85|. Amygdala pavirker kog-
nitive prosesser som hukommelse og motivasjon. Kliniske funn hos mennesker
med skader i amygdala og lesjonstudier pa aper har vist at individer uten
inntakt amygdala har en forstyrret emosjonell reaksjon. De kan vaere apatiske
til ting de vanligvis ville fryktet og overreagerer i forhold til ting de normalt
ville oversett [24].

1.2.2 Hukommelse, motivasjon og oppmerksomhet kan
pavirke stedcellenes aktivitet

Dersom den nevronale aktiviteten til stedcellene og rottens atferd endres
selv om landemerkene i omgivelsene er uendret, kan dette skyldes endringer
i rottens oppmerksomhet til omgivelsene. Rottene kan trolig veksle mellom
a bruke ulike typer informasjon fra omgivelsene til a4 navigere. Valget av
landemerke som brukes kan vaere basert pa rottens oppmerksomhet til det
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i omgivelsene som oppfattes som viktig. Effekten av landemerket ser ut til
a veere avhengig av atferdsituasjonen rotten befinner seg i og erfaringer rot-
ten har gjort seg tidligere. Rotter som er blitt trent under bestemte forhold,
og senere testet i samme forhold, kan reagere forskjellig pa de samme om-
givelsene [36, 41]. Rotten kan veere selektivt oppmerksom til utvalgte lande-
merker som den oppfatter som viktige. Hollup et al har vist at stedceller har
en tendens til & fyre i omradet rundt plattformen i en “Morris vannlabyrint”
[31] (se avsnitt 1.4.1 og figur 1.5 for beskrivelse av Morris vannlabyrint).
Dette kan tyde pa at rotten er spesielt oppmerksom pa dette omradet fordi
den vurderer plattformen som viktig.

Stedcellenes rolle i spatialhukomelse er ikke direkte bevist, men observasjoner
fra enkle sensoriske omgivelser antyder at deres aktivitet kan moduleres av
tidligere erfaringer, og at fyringsmgnsteret bestemmes av faktorer som kun
er tilgjengelig i rottens hukommelse [78, 75] Visuelt identiske omgivelser kan
genere forskjellige representasjoner nar oppmerksomheten rotten har til om-
givelsene endres |26]. Hvis de visuelle landemerkene er ustabile, vil rottens
oppmerksomhet til disse landemerkene avta og rotten vil laere seg til a folge
idiothetiske landemerker i stedet [41, 36|. Dette kan indikere at rotten bruker
multiple representasjoner som er knyttet til forskjellige landemerker, og at
de kan veksle mellom disse representasjonene. En antar at stedcellene bruker
en kombinasjon av landemerkene som er tilgjengelig i omgivelsene i tillegg til
rottens tidligere erfaringer fra miljget nar de etablerer fyringsmgnstre [78].

1.3 Teorier om mentale representasjoner av
omgivelsene

Stedcellen blir sett pa som den neurale enheten i mentale kart som lagrer
en representasjon av omgivelsene. Denne representasjonen hjelper dyrene til
a finne frem i miljget sitt [83]. Det er utviklet en rekke modeller og teorier
pa hvordan den spatiale informasjonen organisereres i hippocampus. Disse
presenteres nedenfor og diskuteres i avsnitt 5.3.4 og 5.5 i diskusjonsdelen.

1.3.1 Integrering av bevegelsesbaner

Evnen til & returnere til et utganspunkt fra en hvilken som helst lokalis-
ering i en bestemt omgivelse er basert pa integrering av bevegelsesbaner.
Integrering av bevegelsesbaner kan defineres som “prosessen med a estimere
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endringen i ens posisjon ved & integrere ens hastighet med tid” [25]. Det er
utviklet en rekke modeller og teorier pa hvordan integrering av bevegelses-
baner kan forega, og i hvilke deler av hjernen dette finner sted. For & integrere
bevegelsesbaner ma dyret vite sin posisjon, retning, fart og muligens ha en
mental representasjon over omgivelsene. Stedcellene i hippocampus registr-
erer rottens posisjon, “Head Direction” cellene (se definisjon i avsnitt 1.4.2)
i subiculum registrerer retningen til rotten, farten rotten beveger seg i blir
sanset av vestibuleere og proprioseptive systemer, og det antas at hippocam-
pus star for den mentale representasjonen av omgivelsene [83]. McNaughton
et al. har foreslatt at hippocampus har en ngkkelrolle i dannelsen av beveg-
elsesbaner hos rotter [54]. Han har vist at fyringsfrekvensen til stedcellene
i fyringsfeltene er relatert til farten rotten har nar den beveger seg i feltet;
jo fortere rotten beveger seg, jo sterkere fyrer cellene [55|. O’Keefe og Nadel
mener at integrering av bevegelsesbaner kan spille en viktig rolle i hvordan
kognitive kart blir dannet i hippocampus [74].

1.3.2 Kognitivt kart

Idéen om et kognitivt kart ble fgrst presentert av Tolman i 1932 [99]. O’Keefe
og Nadel utviklet denne idéen videre i 1978 [74]. De utviklet teorien om at
stedcellene hos rotter og andre dyr, danner et nettverk av celler som utgjgr
et kognitivt kart. Dette gir dyret en mental representasjon av omgivelsene.
Grunnlaget for teorien ble lagt da de fant ut at cellenes fyring var naert knyt-
tet til hvor i omgivelsene rotten befant seg. Et kognitivt kart legger grunnlaget
for spatial hukommelse og evnen til fleksibel navigasjon. Plasseringen til dyret
i forhold til omgivelsene blir registrert ved hjelp av fyringsmgnstrene til sted-
cellen. Hvert miljg som rotten har vaert i er representert med et kognitivt
kart i hippocampus. O’Keefe og Nadel antar at det kognitive kartet genereres
mens rotten utforsker omgivelsene, og at nysgjerrighet er tilstrekkelig moti-
vasjon. Hippocampus blir et senter for hukommelsesystemet som gir dyret
referansepunkter basert pa landemerker og hendelser dyret har opplevd i de
gitte omgivelser [74]. De kognitive kartene utgjor det nevronale substratet
i denne sammenhengen. Hypotesen om det kognitive kartet har senere blitt
testet mye og de fleste har kommet frem til resultater som styrker hypote-
sen |84].
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1.3.3 Kognitiv graf

Muller et. al. [66] har utviklet en annen teori om hvordan den mentale rep-
resentasjonen tar form: “Den kognitive grafen”. Denne teorien er basert pa
nervecellenes evne til & endre synapsenes styrke og morfologi gjennom LTP.
Etableringen av den mentale representasjonen av omgivelsene er basert pa at
celler med tilfeldig eller overlappende fyringsfelt aktiveres samtidig, og fgrer
til fasilitert synaptisk transmisjon gjennom LTP. Mens celler med fyringsfelt
som er langt fra hverandre aldri fyrer sammen, trolig ved hjelp av LTD og
nedsatt synaptisk transmisjon. Dette nettverket med forbindelser som er pro-
porsjonalt med synaptisk motstand kan illustres med en graf, der hvert punkt
i grafen er en stedcelle. Punktene er forbundet med hverandre hvis cellene
punktene representerer er i synaptisk forbindelse med hverandre. Grafen skal
ga mellom de punktene som har lavest mulig synaptisk motstand.

1.3.4 Spatial kontekst

I 1999 foreslo Mizumori [56] en modell der hippocampus spiller en rolle
med & sammenlikne spatiale kontekster som var forventet, ut i fra erfaring,
med den reelle konteksten. Denne sammenlikningen gir dyret informasjon
om endringer i omgivelsene. Hun antar at gradvise endringer i fyringsmgn-
steret til stedceller skyldes sammenlikning av naveerende og tidligere kon-
tekst, til forskjell fra umiddelbare endringer som er registrert fra spatialt
selektive celler i basalgangliene og andre hjernestrukturer. P4 grunnlag av de
nevronale forbindelsene antar Mizumori at kontekst—sammenlikningen finner
sted 1 hilus/CA3-omradet i hippocampus og at CAl-omradet fungerer som
midlertidig stasjon som organiserer informasjonen omradet har mottatt fra
CA3 stedcellene.

1.4 Navigasjon

Navigasjon er prosessen der det bestemmes en bane eller en kurs som holdes
for & komme seg fra en plass til en annen [25]. Navigasjon er en av de mest
fundamentale kognitive prosessene som pattedyr trenger for & overleve. En
egen oppfattelse av omgivelsene basert pa tidligere erfaringer gir individet
mulighet til & planlegge bevegelsene sine og finne korteste vei til malet [77].
Uten presis navigering ville mennesker og andre dyr vare ute av stand til
a4 finne mat og vann, og veien tilbake til reiret eller hjemmet. Evnen til
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navigasjon gir dyrene et evolusjonsmessig fortrinn ved at de lettere kan unnga
predatorer og letter finne en potensiell make [83].

Navigasjon blir ofte delt i to hovedkomponenter, “rute navigasjon” og “kart-
basert navigasjon” [74, 83]. Rute navigasjon er enkel stimulus-respons ak-
tivitet som en antar rotten bruker nar den skal ga mot et bestemt mal
eller skal ga en identisk rute hver gang [39]. Kartbasert navigasjon legger
avansert landemerke konfigurasjoner til grunn, og gir mulighet for spatiale
resonnement for eksempel & ta en snarvei. Rute navigasjonen er avhengig av
nucleus caudatus, og den kartbaserte navigasjonen er knyttet til hippocampus
[39, 53].

1.4.1 Navigasjon hos rotter

Sammenhengen mellom landemerker og integrering av bevegelsesbaner (eng:
“Path integration”) gir grunnlaget for evnen til & navigere i kjente omgivelser.
Forsgk med frittgaende rotter som leter etter belgnning har vist at de etter
noen sesjoner laerer seg & benytte den korteste veien til belgnningen [42].

Forsgk med rotter i vannlabyrint ble forste gang publisert av Morris i 1981
[59] og har senere vaert viktig for & studere kartbasert navigasjon hos rotter,
og for & kartlegge hippocampus sin rolle [32]. Dette har blitt gjort gjennom
lesjonestudier [20, 43|, forsgk med nevrofarmakologiske manipulasjoner [103],
transplantasjoner [70], genetiske mutasjoner [92| og svekkelser ved aldring
[4]. T de fleste vannlabyrintene er plattformen senket ned i vannet. Vannet er
melkehvitt slik at plattformen ikke er synlig for rotten pa avstand. Rotten
er derfor avhengig av & bruke distale landemerker for & navigere seg frem
til plattformen. For & laere hvor plattformen er plassert trengs aktivering av
NMDA reseptorene i hippocampus.

Andre omrader i hjernen som deltar i navigasjon

Oppdagelsen av stedceller og hippocampus sin avgjgrende rolle i spatial
lzering, gjorde at forskere begynte a lete etter spatiale egenskaper hos celler i
omrader som er anatomisk forbundet med hippocampus. Hos rotter har det
blitt funnet celler som fyrer spatialt selektivt i gyrus dentatus 37|, medial
entorhinal korteks [79], subiculum [90] og parasubiculum [94].

fMRI studier hos mennesker har vist at ogsa andre strukturer i hjernen, i
tillegg til hippocampus, aktiveres i navigasjonsoppgaver som er basert pa
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Skjult plattform
— Basseng

Q) Far lcering P) Etter Icering

Figur 1.5: “Morris water maze”, a) viser svgmmeruten til en rotte som er i bassenget for
fgrste gang. Etter en rekke besgk i bassenget vet rotten hvor plattformen befinner seg og
svgmmer direkte dit, b). Bildet er hentet fra Neuroscience-Exploring the brain [6].

mentale kart. Andre omrader som aktiveres er parahippocampal gyrus, pos-
terior cingulate, inferior parietal korteks og cerebellum |1, 51].

1.4.2 “Head direction” celler

I jakten pa celler med spatiale egenskaper utenfor hippocampus er det op-
pdagelsen av “Head Direction” celler (HD celler) hos rotter, som har fatt mest
betydning. HD cellene ble forste gang registrert av Ranck i 1984 [82]. HD cel-
lenes egenskaper er komplimentaere til stedcelllene hos rotter. Fyringsmgn-
steret er knyttet til retningen rottens hode har i det horisontale plan i forhold
til omgivelsene, mens stedcellen fyrer i forhold til hvor rotten befinner seg,
uavhengig av orienteringen [95, 96]. HD cellene er, som stedcellene, en del av
det limbiske systemet. De er hovedsaklig registrert i subkortikale omrader,
og noe i de laterodorsale thalamiske kjerner |8, 93]. Den fgrste gruppen HD
celler som ble oppdaget var i postsubiculum [82]. Senere er det funnet HD
celler i rekke strukturer i rottehjernen: Anteriore thalamiske kjerner [8], lat-
erale mammilare kjerner og laterale dorsale kjerner i thalamus. Mange av de
omradene der det finnes HD celler er naert anatomisk bundet til hverandre.
Det er mange likhetstrekk i egenskapene til de to spatiale celletypene. Begge
har evnen til & bli oppdatert pa endringer i kjente omgivelser, mens de etter
en rekke registreringer i de samme omgivelsene ofte har stabile fyringsfelt.
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Det er stor sannsynlighet for at det er kommunikasjon mellom HD cellene
og stedcellene [41]. Det ser ut til at de to celletypene styres av den samme
nevronale informasjonen. Bade HD celler og stedceller sitt fyringsmgnster
pavirkes nar visuelle landemerker manipuleres.

Hvordan sammarbeider stedcellene og HD cellene?

Det er utviklet en rekke teoretiske modeller pa hvordan samarbeidet mellom
stedceller og HD celler kan integrere bevegelsesbaner, og pa hvordan sted-
cellepopulasjonen og HD cellene er koblet sammen med hverandre. Mekanis-
mene bak dette kan vaere basert pa Hebbs lov der synapser mellom to celler
som representerer punkter som ligger nzert hverandre blir styrket ved laering.
Dermed kan en HD celle som representerer en bestemt retning styrke en
stedcelle som har fyringsfelt i denne retningen. For hvert steg i bevegelses-
banen sammenliknes HD cellens aktivitet med retningen pa rottens hode.
Dersom det ikke er samsvar mellom disse, vil rotten matte snu seg for a re-
dusere avstanden mellom hoderetningen og retningen rotten bgr holde for &
na malet sitt. Pa denne maten kan HD cellenes retningsystem fungere som
bindeledd mellom det kognitive kartet og omgivelsene, slik at kartet kan kon-
trollere bevegelsene riktig [65]. Denne teorien mangler empiriske bevis, men
gir muligens en forklaring pa HD cellenes oppgaver. Ragozzino har registrert
stedceller og HD celler samtidig [80]. Nar landemerker som rottene kjente fra
tidligere ble introdusert i nye omgivelser, eller nar nye landemerker ble satt
i kjente omgivelser, endret retningspreferansene seg konsekvent med fyrings-
feltene til stedcellene. Men nar visuelle og ikke-visuelle landemerker var i
konflikt med hverandre, responderte de to celletypene i uoverenstemmelse
med hverandre. Dette mgnsteret antyder at den gjeldende oppfatningen og
forventingen av en kjent spatial kontekst kan modulere et dynamisk forhold
mellom stedcellene og HD cellene.

Et ngkkelelement i dannelsen av et kognitivt kart er i folge Muller [66], at
styrken til de LTP—modifiserbare synapsene mellom stedcellen representer-
er avstanden mellom fyringsfeltet til det pre og post synaptiske nevronet
(se tidligere omtale av “Den kognitive graf” i avsnitt 1.3.3). Dette finner
sted fordi stedceller med overlappende felter som fyrer samtidig vil styrke
synapsen mellom disse cellene. Synapser mellom stedceller som ikke har
neertliggende fyringsfelter forblir uforandret. Bevegelsesbaner planlegges ved
a velge sekvenser av stedceller som har lav synaptisk motstand. Hvis nettver-
ket av stedceller har kraftige synapser med lav motstand, vil fyringsfeltene for
den utvalgte sekvensen av stedceller vaere en rett linje i omgivelser uten hin-
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dringer [66]. Fra registreringer stedceller ser det ut til at kognitive kart ikke
innholder retningsinformasjon. Stedceller er i fglge Muller omnidireksjonelle,
fyringsraten er uavhengig av rottens orientering i rommet [62|. Kognitive kart
kan brukes til & planlegge en bane som fgrer rotten direkte til malet, men
rotten er ogsa avhengig av a vite sin egen retning. Det antas derfor at HD
cellene gjgr det mulig for rotten a snu seg i riktig retning som fgrer til malet
[65]. Fyringsmgnsteret til HD cellene kan sammenliknes med et kompass;
nalen peker alltid mot nord uansett hvor man er lokalisert.

1.5 Formalet med denne studien

I denne studien ble det registrert nevronal aktivitet i CAl-omradet i hip-
pocampus hos rotter med kronisk implanterte elektroder. Rottene ble plassert
i forsgksapparat med to forskjellige geometriske former; rund og firkantet. De
ble registrert under to forskjellige forsgksbetingelser; med og uten belgnning.
Den nevronale aktiviteten ble registrert fra stedceller i CAl-omradet i hip-
pocampus mens rotten utforsket sine omgivelser. Formalet med forsgkene var
a vise hvilke virkninger belgnning og apparatets geometriske form kan ha pa
atferden til rotten, og hvordan dette pavirker fyringsmgnsteret til nevronene
i rottens hippocampus. I de fleste studier pa stedceller og spatiallzering har
rottene fatt belgnning under registreringen. Tidligere studier i var forsknings-
gruppe har forsgkt a vise at belgnningen og formen péa forsgksapparatet kan
ha pévirket resultatene [98]. I denne studien er det sammenliknet atferdsmgn-
strene og nevronal fyringsaktivitet hos rottene nar de har fatt belgnning og
under fri eksplorering uten belgnning. Videre er det vist forskjeller knyttet
til forsgksapparatets form.

Denne studien vil derfor forsgke a besvare fglgende problemstillinger:
e Vil aktivitetsnivaet til rotten pavirkes av belgnning?
e Vil fyringsmgnsteret til stedcellene pavirkes av belgnning?
e Vil aktivitetsnivaet til rotten pavirkes av forsgksapparatets geometri?
e Vil fyringsmgnsteret til stedcellene pavirkes av belgnning?

e Hyvilke innvirkninger har distale og proksimale landemerker pa stedcel-
lenes fyringsmgnster?

e Har rottens motivasjon, oppmerksomhet og nysgjerrighet innvikning pa
stedcellenes fyringsmgnster?
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1.5.1 Eksperimentell design

Rottene ble registrert under fire forskjellige forsgksbetingelser:

e Firkantet apparat med hjembur i midten, med distalt landemerke, uten
belgnning og uten proksimale landemerker.

e Firkantet apparat uten hjembur, uten belgnning, med distalt lande-
merke og proksimale landemerker i form av fire objekter.

e Rundt apparat med belgnning, med distalt landemerke og uten proksi-
male landemerker.

e Firkantet apparat med belgnning, med distalt landemerke og uten proksi-
male landemerker.

Planen var a ha et balansert design der rottene ogsa ble registrert i det runde
apparatet uten belgnning og med proksimale landemerker.

Forsgks- ° 4

etingelser,  *°ac0 <<>> e
Med belgnning,
uten objekter Uten belgnning,
som proksimale | med proksimale
landemerker. landemerker.

Appartets
geometri

Rundt apparat | Rundt apparat

med belgnning,
uten proksimale
landemerker.

uten belgnning,
med proksimale
landemerker.

Firkantet
apparat med
belgnning, uten
proksimale
landemerker.

Frikantet
apparat uten
belgnning, med
proksimale
landemerker.

Figur 1.6: Oversikt over eksperimentell design. Forsgksituasjonene som ble gjennomfgrt
er skrevet med blatt, mens den forsgkssituasjonen som det ble registrert i er skrevet med
rgdt.
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Kapittel 2

Material og Metode

Kartlegging av stedcellenes fyringsmgnster hos frittbevegelige rotter ble gjort
gjennom fglgende prosedyre:

2.1

Bearbeiding av forsgksdyr gjennom handtering og eksplorering i ak-
tivitetskasse.

Preparering av mikroelektroder for registrering av stedcellenes aktivitet.
Implantasjon av registreringselektrode i rottehjernens korteks.

Nedskruing av registreringselektroden til CAl-omradet i hippocampus,
samtidig med testing av nevronal aktivitet.

Registrering av nevroner i CAl-omradet i de forskjellige forsgksitasjonene.

Sortering av den registrerte nevronale aktiviteten og isolering av ak-
sjonspotensialer som kommer fra samme nevron.

Identifisering av nevronet det ble registrert fra.
Korrelering av stedcellens fyringsmgnster med atferden til rotten.

Lokalisering av hvor i hjernen registreringene var blitt foretatt.

Forsgksdyr

Registreringene av de hippocampale stedcellene, ble utfgrt pa Long Evans
hannrotter (Taconic M&B AS, Mgllegaard Avlssenter, Danmark). Etter ankomst
ble de, i en hvileperiode pa opptil en maned, oppbevart pa dyrestallen i felles

21
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bur med fire rotter i hvert bur. Sagflisene (fra Beekay Bedding, Quality Con-
trolled Aspen Wood Chips, B&K Universal AS, Nederland)i burene ble skiftet
en gang i uken. Rottene veide mellom 175 og 225g ved ankomst. De fikk mat
(fra Beekay Bedding) og vann ad libitum til de hadde en vekt pa ca 300 g.
Deretter fikk de nok mat til & holde vekten pa 300-350 g, ca 20g per dag.
En maned fgr operasjonen ble rottene flyttet til laboratoriet og oppstallet
i individuelle plastbur med stgrrelse 42,5 x 26,6 x 18 ¢cm (Scanbur B&K
AS, Norge). De ble matet en gang om dagen, vann hadde de fri tilgang til.
Rottene hadde en dggnsyklus pa 12 timer dag og 12 timer natt. Lyset i opp-
stallingsrommet ble regulert av en klokke som slo lyset pa klokken 1800 og
av 0600. Den relative luftfuktigheten var rundt 30-45% og temperaturen var
22+42°C.

Rottene ble handtert i en maned fgr operasjonen. De ble jevnlig plassert i en
aktivitetskasse (1 x 1 m) med smé objekter. Denne kassen var plassert i et
annet rom enn registreringsapparatene.

2.2 Preparering av registreringselektrode

Metoden for elektrodelaging er innfgrt fra Kubie og Miiller laboratoriet i
SUNY, Brooklyn, New York [44].

Elektrodene ble traedd gjennom en guidekanyle og loddet til en plugg med
10 pinner. Rundt hver pinne ble en elektrodetrad snurret og dekket med
sglvmaling. Plugg med elektrode ble deretter festet til en bevegelig plattform.
Plattformen var trekantet med tre skruer som sto vinkelrett pa flaten. Det
ble satt et teflonbein pa hver av tre skruene.

De forskjellige komponenetene som inngikk i implantasjons plattformen:
e Guidekanyler.
e Mikroelektroder.
e Augatplugg.
e Plattform.

Guidekanyle

Guidekanylen besto av en indre tynn kanyle (29 gauge) og en ytre kanyle med
bredere diameter (20 gauge). Begge kanylene var laget av rustfritt stal. Fgrst
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kuttes en 20 gauge kanyle til et 18 mm langt stykke. Den ene enden ble slipt
og pusset fgr kanylen ble bgyd 90° 5 mm ned fra den enden som ikke er slipt
(se illustrasjon). Kanylen ble bgyd en gang til i motsatt retning 3 mm fra den
fgrste bgyningen. I den siste vinkelen ble det laget hull til den tynne kanylen
med dremmelen. Den indre kanylen ble kuttet til et 18 mm langt stykke og
slipt rund i den enden som skulle ga ned i hjernebarken. Den tynne kanylen
ble fort gjennom den tykkere og loddet fast. Det var viktig at kanylen ikke
hadde skarpe kanter og at loddingen er jevn. Til slutt ble kanylen rengjort i
en sonicator (Bandelin, Sonorex TK-20).

Mikroelektrode

Mikroelektrodene ble laget av Formvard 7™ isolerte Stablohm 675 trader
(Formvar’™ | California). Hver trad var 25 um tykke og ble kuttet til 4 cm
lengde. Bunter pa ti elektrodetrader ble fgrt gjennom den indre kanylen,
omtrent 2 mm av mikroelektrodene stakk ut gjennom den slipte enden. For
a beskytte elektrodene ble det festet et polytylen rgr bade pa elektrodens
tupp og pa den bakre enden. Isolasjonen rundt den delen av elektrodene som
skulle snurres rundt pinnene pa pluggen matte fjernes for at det elektriske
signalet skulle kunne viderefgres til pinnene pa pluggen. Det ble gjort ved
kort brenning med lighterflamme. Elektrodene ble deretter vasket blanke med
aceton. Det var viktig at bunten med elektroder var vat og samlet for at de
ikke skulle smelte sammen i flammen.

Augat "M —plugg

Guidekanylen med mikroelektrodene ble festet pa en Augat 7M-plugg laget

av teflon. Augat "M—pluggen var 10 mm i diameter og hadde ti pinner i
sirkel, i sentrum av pluggen ble det satt inn en ekstra pinne. P4 den sentrale
pinnen ble guide-kanylen med elektrodene festet, se figur 2.2. Rundt hver av
de ti pinnene ble det tvunnet en mikroelektrode. For & gjgre det enklere og
tvinne, ble pinnene kuttet til halv lengde. Da de ti elektrodene var pa plass ble
kanylen loddet fast til sentralpinnen. Det ble sjekket at ingen av elektrodene
var i kontakt med hverandre, noe som ville gitt kortslutning. Impedansen i
elektrodene ble malt, og hvis verdien var tilfredsstillende, mellom 300-900 k€2,
ble hver pinne isolert med sglvmaling. Dette tgrket et dggn fgr luftrommet
mellom pinnene ble fylt med dentalsement.
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Figur 2.1: Augat 7™ plugg med kanyler og elektroder. Figuren er hentet fra Eirik
Thorsnes sin hovedoppgave 2001 [98].
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Figur 2.2: Teflon plattformen med tre skruer som Augat 7™ -pluggen med elektrodene

ble festet til. Figuren er hentet fra Eirik Thorsnes sin hovedoppgave 2001 [98].
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Plattform

Etter at sementen var tgrr ble apningen i plattformen tilpasset pluggen med
skalpell og pluggen ble limt fast til plattformen. Tre skruer (stgrrelse #2-56)
ble festet i hver av de tre hjgrnene til plattformen og en mutter ble limt fast
pa skruene. Utenpa ble det skrudd teflonhylser (4 mm i diameter) som pa
forhand var kuttet til 1,5 ¢cm lengde og uthult med drill. Teflonhylsene ble
fgrst skrudd helt inn for & lage gjenger og deretter skrudd ut slik at det var
igjen fem rotasjoner. Dette ble gjort for at det senere skulle vaere mulig &
senke elektrodene ned til hippocampus. Utsiden av teflonhylsen ble gjort ru
med Dremmel®) for at implanteringssementen skulle gripe og sitte skikkelig
rundt skruene.

2.3 Operasjon

2.3.1 Bedgvelse og kirurgi

Operasjonsprosedyren som ble brukt var etablert ved laboratoriet. For en mer
detaljert beskrivelse av metoden, se Eirik Thorsnes sin hovedfagsoppgave [98|
appendix B. Alle rottene som inngikk i eksperimentdelen av hovedfaget ble
implantert med samme prosedyre.

Rotten ble anestesert med Equithesin (Svaneapoteket, Bergen), dosen var
0,4 ml per 100 g kroppsvekt. Da rotten var dypt anestesert ble den bar-
bert pa hodet, lagt pa en varmepute med termostat pa 36°C og plassert i
et stereotaksisk apparat (David Kopf Instruments, USA). @ynene ble dryp-
pet med gyegele, Viscotears® (Novartis, Norge), for & hindre uttgrking og
irritasjon fra kjemikaliene som ble benyttet under operasjonen. Alt utstyr
ble sterilisert med sprit og varmesterilisator (model 250, FST Inc.) for og
under operasjonen. Huden pa hodet ble vasket med alkoholfri jodinlgsning
for den ble snittet med skalpel. Apningen startet rett bak gynene og gikk
4 c¢cm caudalt. Huden ble brettet til side ved hjelp av fire kroker med lodd pa
for at skallen skulle bli helt synlig. Skallen ble vasket med gassbind duppet
i HyO9 (3%), og hinner og vevsrester ble fjernet. Vevet ble holdt fuktig un-
der hele operasjonen med temperert steril saltlgsning. Under store deler av
operasjonen ble det brukt operasjonsmikroskop. Musklene rundt skalletaket
ble forsiktig lgsnet ved a kutte i bindevevet. Musklene ble deretter dyttet
utover og holdt borte fra skallen ved hjelp av tuppene pa bomullspinner som
var presset ned i klgften mellom skallen og muskelen. Bomullspinnene holdt
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ogsa musklene fuktige under hele operasjonen og hindret vevsdgd. Tinning-
beinet ble rengjort for vev med bomullspinner og saltlgsning. Det var viktig
at skallen var tgrr og helt fri for vevsrester for at sementen rundt implantatet
skulle gripe skikkelig. Skallen ble ogsa gjort ruere med drillen bade pa sidene
og oppa for a gke festeevnen til sementen.

2.3.2 Implantasjon

Det ble merket av tre punkt pa skalletaket, ett foran til venstre og to bak for
skruer som skulle gi stgtte til implantatet. Det ble boret sméa fordypninger til
skruene, slik at de skulle bli lettere & skru de ned. Stereotaksiske koordinatene
for elektrodeplassering ble regnet ut med hensyn til Bregma og Lamda, i
henhold til beregninger fra hjerneatlas [76]. Avstanden mellom Bregma og
Lamda var mellom 7,5 og 8,0 mm. Skallen 1a plant i stereotaksen nar den
dorso—ventrale koordinaten var lik for Bregma og Lambda.

Tabell 2.1: Koordinater pa skallen for boring av hull til elektroden.

Anterior-Posterior + 3,7
Medio-Lateralt -24

Punktet for boring ble funnet ved hjelp av malepinne og det stereotaksiske
apparatet og merket av med blyant. Skallen ble apnet med et 1,8 mm bor.
Boringen ble gjort under mikroskop for & hindre at boret gikk for langt ned
og skadet hjernen. Beinrester i hullet ble fjernet med en dentalpirk fgr det
ble tettet med koaguleringsskum, Spongostan@®) (Ferrosan, Danmark), som
var dyppet i saltlgsning.

Deretter ble de tre stgtteskruene skrudd savidt ned i skallen foran og bak.
Skruene var pa forhand kuttet med tang til 0,5 cm lengde og slipt. Blod
og beinrester rundt skruene ble fjernet med sméa veker laget av tgrkepapir.
Skruene ble dekket med et tynt lag sement, Grip® Cement (fra Dentsply
Inc.,USA) og bindevaeske Grip® Cement Solution (fra Dentsply Inc.,USA).
Sementpulveret og bindevaesken kunne blandes slik at sementen ble i gnsket
tykkelse.

Elektrodene ble kuttet med en skarp saks (FST, Tyskland) og desinfisert
med sprit like fgr de ble fgrt inn i hjernen. For & ikke bgye de tynne elek-
trodene ble dura snittet med en bgyd sprgytespiss. Elektroden ble sa fgrt
ned i hullets sentrum. Da elektroden var akkurat ved dura (“touch down”),
ble koordinatene for elektroden notert. Elektrodens plassering i hjernen ble
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beregnet ut fra den dorso—ventrale koordinaten, “touch down” + 1,3 mm.
Hullet rundt kanylen ble dekket med koaguleringsskum. Kanylen ble dekket
med steril vaselin (Nycomed Pharma, Oslo, Norge) som var smeltet i vannbad
og pafgrt med en tynn sprgyte. Dette ble gjort for & hindre at sementen skulle
feste seg til kanylen og gjore elektroden ubevegelig.

Beina pa plattformen ble dekket med tynn sement, da det var tgrket ble
tykkere sement lagt fra beina til skallen. Det var viktig at sementen var
lagt jevnt uten luftbobler der det kunne oppsta betennelse. Da beina hadde
sement pa alle sidene og var godt festet til skallen med sement, ble det bygget
opp vegger mellom beina for a beskytte elektroden og hullet inn til hjernen.
Rotten ble tatt ut av stereotaksen for a avslutte sementeringen. Da var det
lettere & se om det var noen sma hull i sementen. Utsiden av implantatet
matte vaere helt glatt slik at huden og musklene kunne gro fint til rundt.
Sementlagene mellom de tre beina dannet en brgnn rundt elektroden og
hullet inn til hjernen. Denne brgnnen ble tilslutt fylt med silikon (fra Bostik
Findley, Sverige) for & dekke og beskytte omradet rundt elektroden.

Da sementeringen var ferdig ble huden vasket med sterilt saltvann og alle
sementrester fjernet. Huden bak implantatet ble sydd sammen igjen med
sutur, Supramid® 1,5 4-0 (Resorba, Tyskland). Det ble sydd ca 4-5 sting,
avhengig av hvor stor apningen var. Nar anestesien begynte & g ut ble huden
smurt inn med lokalbedgvende gele, Xylocain® 2% (AstraZeneca, Norge).
Rotten ble overvaket under oppvakningen. I tre dager etter operasjonen ble
omradet rundt implantatet smurt med Xylocain. For & unngéa innflamasjon
ble rotten behandlet med antiseptisk salve, Fucidin® 2% (LEO Pharma,
Danmark), i en tid etter operasjonen.

Etter 10-14 dager med rekonvalesens ble rottene testet daglig i hjemburet.
Dette foregikk mens buret var plassert pa et bord i laboratoriet der reg-
istreringsutstyret var installert. Plattformen med elektroden ble gradvis sen-
ket nedover i hjernen ved at de tre skruene ble rotert. Det ble skrudd omtrent
50 um hver dag. I denne perioden ble rottene trent til & spise pellets (Bio-
Serv@®) og utforske omgivelsene i aktivitetskassen. Nar en av elektrodene
fanget opp signaler fra celler med “complex spike”aktivitet og lokalspesifikk
fyring, ble aktiviteten registrert.
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2.4 Testing og registrering

2.4.1 Oppsett for registrering

Registreringsutstyret besto av en datamaskin med programvare (Enhanced
Discovery, DataWave.inc), videomonitor, videospiller, bryterpanel, oscilloskop
(Tektronix TDS 224) og en forforsterker, se figur 2.3.

De elektriske signalene som elektrodene fanget opp ble sendt gjennom FET
forforsterkeren med ti kanaler (laget i SUNY, Brooklyn). FET forforsterkeren
minimaliserte artifakter fra muskler og bevegelser, og senker impedansen,
slik at signalet lettere gar videre. Denne var festet pa en fleksibel ledning
og plugget til rottens implantat. P4 forforsterkeren var det festet to grgnne
lys (LED) som ble brukt til & spore hvor rotten befant seg i forsgksfeltet. I
tillegg ble rottens atferd tatt opp pa video (Panasonic model WV-BP510/G)
for senere kontroll av atferd.

Ved hjelp av bryterpanelet var det mulig & velge hvilke kanaler som var in-
teressante & se naermere pa. Pa hver kanal ble to valgfrie elektroder vist i
forhold til hverandre. Signalene ble forsterket 10000x ved hjelp av Lynx-8
forsterker (Neuralynx, Arizona). Lynx-8 forsterkeren ble konfigurert med et
passeringsfilter pa 300-9000Hz (Butterworth, 12dB per Octave). Datapro-
grammet Enchanced Discovery (DataWave Technologies, USA) registrerte
aksjonspotensialene og lagret disse sammen med koordinatene for track-
ingsystemet i datamaskinen i en fil i “UFF” format. Signalene overfgrt til
oscilloskopet fra forsterkeren for monitorering av alle fire kanalene eller ut-
valgte kanaler. Fra oscilloskopet kunne utvalgte aksjonspotensialer overfgres
til en annen datamaskin og lagres. Dataprogrammet benyttet “generic one
spot tracker” til & registrere rottens posisjon ved hjelp av kontrasten mellom
den svarte overflaten og de to LEDene som var plassert pa forforsterkeren
koblet til rottens hode. Rottens posisjon ble registrert med en frekvens pa
50 Hz. Et rutenett med 256 x 256 piksler ble lagt over videobildet og brukt til
& beregne x og y koordinater for hvor rotten befant seg. Disse koordinatene
ble overfgrt og lagret i datamaskinen.

For kontroll ble rottene alltid registrert i hjemburet fgr de ble satt i reg-
istreringsapparatet. Dette ble gjort i samme rom som registrerings utstyret
og laboratoriepersonellet var i. Ved hjelp av en bryterboks var det mulig &
bruke det samme registreingsutstyret ved testing og registrering i hjemburet
som ble brukt til registrering i forsgksfeltene. Over hjemburet ble det plassert
en svartmalt trekasse for & forhgye veggene i buret. Dette ble gjort for a hin-
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dre at rottene hoppet ut av buret under registreringen. Et videokamera ble
montert 1 m over hjemburet og gjorde det mulig & fglge med rottens posisjon
under registreringen.

2.4.2 Forsgksfelt

Registreringene ble gjort i to forskjellige forsgksapparat. Det ene var rundt, se
figur 2.7 og det andre var firkantet 2.6. Begge forsgksapparatene var plassert i
et eget rom som var 2,20 x 2,20 m og 3,20 m hgyt. Rundt forsgksapparatene
skjermet svarte bomullsgardiner forsgksfeltet mest mulig fra rommet forgvrig.
Hver gardinlengde var 2,10 m lang, det var derfor ca 1 m av veggen over
gardinene som var udekket. Dette omradet var itillegg til taket malt svart.
Begge forsgksapparatene hadde et distalt landemerke i form av et 70 cm
langt og 50 cm hgyt hvitt ark limt pa den ene veggen. Forsgksapparatene
sto pa bein, 20 cm over gulvet. I de sesjonene der hjemburet til rotten var i
apparatet ble dette plassert i et firkantet hull i apparatets gulv. I de gvrige
forsgkssituasjonene ble det plassert en svartmalt plate over den opprinnelige
bunnen for & dekke det firkantete hullet. Nar rotten ble registrert i det runde
apparatet ble sylinderen plassert i det firkantede apparatet. Gulvet i de to
forsgksapparatene var derfor det samme.

180 c¢cm over forsgksfeltet var det montert en svart plastplate der det var
festet seks halogen lamper (20 W). Disse var montert med dimmer, slik at
lysstyrken kunne reguleres. P4 den samme plastplaten var det ogsa mon-
tert et videokamera (Panasonic, modell WV-BP510/G). Videokameraet ble
stilt inn slik at det dekket hele forsgksfeltet. Med denne avstanden mellom
videokameraet og forsgksapparatets gulv tilsvarer hver piksel i trackingsys-
temet 0,4 cm i forsgksfeltet. Lysintensiteten ble regulert og malt, den varierte
litt i de forskjellige delene av forsgksfeltet (se figur 4.6). Over forsgksfeltet
var det ogsa montert en pellets dispenser (BRS/LVE, modifisert av Brooklyn
Biomedical Engineering) automatisk styrt til & slippe ned pellets (Bio-Serv®)
med et bestemt intervall eller manuelt nar det var gnskelig.

For at rotten skulle kunne bevege seg usjenert av ledningen som gikk fra
elektrodene til datamaskinen, var ledningen montert i et motvektssystem.
En gjennomsiktig plastplate roterte i forhold til rotten, slik at rotten lett
kunne dra med seg ledningen uten at den var i veien. Kameraet var plassert
over platen.

Forsgksfeltene ble vasket med sapevann fgr hver registrering for a redusere
muligheten for at lukter ble brukt som landemerker.
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Figur 2.3: Skjematisk oversikt over forsgksoppsettet. Signalet som elektroden registrer i
rottens hippocampus gar gjennom en forforsterker, en strgmfordeler og bryterpanelet for
det forsterkes og presenteres i oscilloskopet. I tillegg lagres det elektriske signalet i data-
maskinen og sammenfattes med klokken og trackingsystemet. Trackingsystemet er basert
pé informasjonen fra videokameraet som er montert over forsgksfeltet og registrerer rottens
posisjon ved hjelp av LEDene. Informasjon fra trackingen og det registrerte signalet sam-
menfattes og analyseres fgr resultatene kan presenters i form av fyringskart, hastighetskart

eller tidskart.
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Figur 2.4: Skjematisk oversikt over rommet der forsgksfeltene var plassert. Dette rom-
met var adskilt fra resten av laboratioriet. a viser det firkantede apparatet. Over denne
skiven var det montert kamera og halogen lamper. b viser det runde apparatet med det
distale landemerket. ¢ merker den transparente plastskiven der ledningen til pluggen som
rotten skulle kobles til var festet.d viser de svarte gardinene som dekket veggene rundt
forsgksapparatene og skilte forsgksfeltet fra rommet forgvrig, og e merker plasseringen
av hjemburene til rottene. Det var her rottene ble oppstallet i periodene testingen og
registreringen foregikk.

Nord
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Figur 2.5: Tegningen viser lysintensitet i lux i de forskjellige omradene av forsgksappa-
ratet. Lampene var montert med dimmer, slik at lysstyrken kunne reguleres. Det lot seg
ikke gjgre & opplyse alle omradene av forsgksfeltet likt.

2.4.3 Firkantet apparat

Det firkantede apparatet var 100 x 100 cm og 50 cm hgyt. Apparatet var
laget av tre og gulvet var malt med matt svart maling. For & unnga reflekser
fra LED lysene ble gulvet i tillegg mattet ned med sandpapir. Veggene i
apparatet var lakkert og mattet. I dette forsgksfeltet ble rottene testet bade
med og uten belgnning.

I forsgksesjoner uten belgnning var det plassert fire objekter i feltet som
skulle stimulere nysgjerrigheten og hindre at rotten sto mye stille. Disse var
plassert midt pa hver vegg med lik avstand fra veggen (10 cm). Objektene ble
variert, alt fra skruebokser, tape, skaler til plastfigurer. Det ble fgrst forsgkt
a ha hjemburet til rotten i midten av firkanten, men da var rotten lite aktiv
og vi gikk over til oppsett uten hjembur med objekter.

2.4.4 Rundt apparat

Det runde apparatet var laget av glassfiber og var 85 cm i diameter. Veggene
hadde en gramalt homogen overflate med et distalt landemerke i den sgr-
vendte delen av apparatet. Det distale landemerket besto av et hvitt ark som
var 70 ¢cm bredt og 50 cm hgyt. Rotten ble belgnnet med sma sukkerkuler
pa 20 mg (Bio-Serv®) som ble sluppet ned hvert tiende sekund. I dette
apparatet var det proksimale landemerker i form av objekter.
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Figur 2.6: Bildet viser rotte B14 i det firkantede apparatet med objeketer som proksimale
landemerker og et hvitt ark som distalt landemerke pa apparatets sgrvendte vegg. Rotten
fikk ikke belgnning under disse betingelsene. Det var imdlertid samme apparat som ble
benyttet nar rottene ble testet og registrert i frikantet apparat med belgnning og uten
proksimale landemerker.

Figur 2.7: Bildet viser rotte B14 i det runde apparatet med et hvitt ark som distalt
landemerke péd den sgrvendte delen apparatet. I dette apparatet fikk rottene belgnning i
form av sukkerkuler.
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Figur 2.8: Skjermbilde i Off-line Sorter. I vinduet som er merket med a vises datapunk-
tene som representerer de registrerte potensialene. Datapunktene som er farget viser de
utvalgte skyene, eller “clustrene”, som er samlinger av datapunkter som representerer reg-
istrerte potensial med like egenskaper. Formen pa aksjonspotensialene til de fire “clustrene”
som er valgt ut, vises i vindu b, i de respektive fargene. Vindu ¢ viser den gjennomsnittlige
formen pa hver av de fire “clustrene”, samt fyringsmgnstrene til disse. Vindu d viser hvor-
dan datapunktene er plassert i tid. Tabellen som er merket med e viser analysekriteriene
som er satt i programmet.
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2.5 Analyse

Radataene ble i fgrste trinn analysert med dataprogrammet “Off-line Sorter”
(Plexon®) Inc.), som isolerte signalene som kom fra ett nevron. For videre
analyse ble det linuxbaserte programmet “Sess-Anal” benyttet. Dette pro-
grammet ble fgrst utviklet av Dr.Matt Stead (New York), og deretter videre—
utviklet og tilpasset av Eirik Thorsnes ved vart laboratorium.

2.5.1 Isolering av aksjonspotensialer

Radatafiler i UFF-format fra Discovery (DataWave.inc) ble overfgrt og anal-
ysert i Off-line Sorter (versjon 2.0). Analyseprogrammet skiller ut de ak-
sjonspotensialene som kommer fra samme nevron. Dette skjer ved at de
registrerte aksjonspotensialene blir representert av datapunkter. Sorterin-
gen skjer pa grunnlag av utseende og fyringsfrekvens pa det registrerte sig-
nalet. Akjsonspotensialer med lik form far datapunkter som er lokalisert nzert
hverandre og danner skyer, se figur 2.8. Kriteriene for & bli sortert i samme
sky som andre aksjonspotensialer er basert pa karakteristiske trekk ved det
registrerte akjsonspotensialet. Hvor datapunktene som representerer det ak-
tuelle aksjonspotensialet lokaliseres i koordinatsystemet, bestemmes av blant
annet hgyden og bredden pa amplituden, samt avstanden mellom amplitu-
dene. Skyer kan velges ut ved & tegne en sirkel rundt det gnskede omradet.
Nar datapunktene er valgt ut vises gjennomsnittet av kurvene pa de reg-
istrerte aksjonspotensialene +10% avvik, som datapunktene representerte.
Avviket gir en indikasjon pa hvilken type celle som er isolert. Histogram som
viser fyringsfrekvensen til de isolerte aksjonspotensialene er ogsa karakteris-
tisk for thetaceller og “complex spike”—celler, se figur 3.3 og 3.4 i resultatdelen,
side 42.

For videre separering brukes “template matching”, der programmet velger
ut en rekke aksjonspotensialer som defineres som en mal. Aksjonspotensialer
med sammen form og amplitude som malen velges ut, de aksjonspotensialene
som ikke innfrir kravene i malen forkastes.

2.5.2 Analyse av atferd og fyringsmgnster

Data fra Off-line Sorter ble videre analysert i Sess-anal, et program som utar-
beider kart og histogrammer over rottens bevegelser, samt fyringsmgnstere til
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de aktuelle cellene. Tidskartene og hastighetskartene gir informasjon om rot-
tens atferd under forskjellige forsgksbetingelser. Kartene over fyringsfeltene
viser hvor i forsgksapparatet rotten befant seg nar stedcellene var aktive. His-
togrammene gir informasjon om fyringsfrekvensen til den registrerte cellen,
noe som kan avgjgre om den registrerte cellen er en stedcelle. Kartene viser
forsgksfeltene oppdelt i piksler. Fordelingen av aktivitet og fyringsmgnster
i forsgksapparatene grupperes i seks nivaer som illustreres med korrespon-
derende farger. Minimum fyringsfrekvens i pikslene var 3x den gjennom-
snittlige fyringsfrekvensen i forsgksfeltet forgvrig. Analysekriteriene som ble
brukt i analyseprogrammet Sess-anal er listet opp i B.1.

Atferd

I tidskart og hastighetskart farges pikslene pa grunnlag av hvor lenge rotten
har befunnet seg i en gitt piksel, eller hvor fort rotten har beveget seg gjennom
en gitt piksel. Fargene representerer seks nivaer av tid eller fart. Den lilla
fargen representerer gruppen av piksler som rotten oppholdt seg mest i, eller
beveget seg fortest i. De neste gruppene representerer en synkende grad av
tid eller fart med bla, grgnn, rgd, orange og gul. Omrader som rotten ikke
har veert i er hvite.

Fyringsmgnster

Sess-anal programmet beregnet den totale tiden rotten befant seg i hver piksel
og totale antall aksjonspotensial fra en celle, i hver piksel for hele sesjonen.
Raten i hver piksel ble beregnet ut i fra antall aksjonspotensial som kom
fra den bestemte cellen delt pa tiden rotten oppholdt seg i en gitt piksel.
Pa grunnlag av fyringskartet kan programmet lage kart over fyringsfeltet til
cellen. Hvor mange sammenhengende piksler som skal til for at en samling
piksler med en bestemt fyringsaktivitet skal kalles et fyringsfelt defineres pa
forhand. I denne oppgaven ble det i utgangspunktet brukt ni piksler som min-
imum feltstgrrelse. Dette kriterie matte imidlertid modifiseres fordi fyrings-
feltene under enkelte forsgksbetingelser var for sma. For aksjonspotensialene
som ble registrert i firkantet apparat uten belgnning og med proksimale lan-
demerker ble det brukt fem piksler som minimum feltstgrrelsen.

Interspike—intervall histogram brukes for & sjekke kvaliteten pa isoleringen
av de registrerte aksjonspotensialene. Det kan vaere vanskelig & klassifisere
aksjonspotensialene fra nerveceller som genererer impulstog fordi amplituden
og fyringsfrekvensen endrer seg gjennom skuren av aksjonspotensialer. Da
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kan interspike—intervall histogram avslgre hvorvidt de registrerte signalene
kan tilhgre samme celle. Hvis de registrerte aksjonspotensialene er fra ett
nevron, skal det ikke vaere interspike—intervall mindre enn refraktaer perioden,
som for de fleste celler er under 1 millisekund.

Autokorrelering histogram lages ved at avstanden mellom det fgrste ak-
sjonspotensialene og de pafglgende aksjonspotensialene i toget beregnes.

Trackingsystemet, videokamera og piksler

Trackingsystemet, som ble benyttet var tilpasset amerikansk NTSC kamera,
mens det ble brukt et europeisk PAL kamera. De to kamerasystemene har
forskjellige antall linjer i videobildet og oppdaterer skjermbilde med ulike
frekvenser. NTSC oppdaterer med 60 Hz, som er tilpasset amerikansk strgm-
nett og PAL er tilpasset europeisk strgmnett og oppdaterer med 50 Hz. Som
fglge av dette blir antallet piksler i hver retning forskjellig og formen pa hver
piksel rektangulaer. Analyseprogrammet Sess-anal gar ut i fra kvadratiske
piksler. Dermed ble kartene ovale og rektangulaere i stedet for runde og
kvadratiske.

Rutenettet med 256 x 256 piksler som ble lagt over videobildet dekket forsgk-
sappartene og noe av omradet rundt disse. Det firkantede apparatet hadde
178 x 204 piksler i trackingsystemet. Hver piksel var 0, 57x0, 48 cm. Det runde
apparatet hadde et areal pa 5671,62 cm? og var dekket av ca 21006 piksler i
trackingsystemet. Pikslene ble organisert med en sakalt kollapsfaktor pa fire.
Dette innebzerer at fire piksler og aktiviteten i disse ble slatt sammen til én
piksel av Sess-anal. Dette ble gjort fordi aktiviteten i de forskjellige pikselen
kunne vere sveert lav. Det var ngdvendig og jevne ut antall observasjoner
per piksel for & gke mulighet for a fa et materiale med hgyere statistiskverdi.

2.6 Histologi

Ved avslutningen av eksperimentene ble det kartlagt hvor i hippocampus reg-
istreringene var gjort. Det ble laget lesjon i omradet som elektroden var i nar
registreringene ble avsluttet. 20 pA strgm ble sendt gjennom to av elektro-
dene i ca 15 sekund nar rotten var i dyp anestesi. Deretter ble rotten perfun-
dert med formalinlgsning og fargelgsning, Prussian blue (4%). Fargelgsningen
gjorde omradet rundt elektroden mer synlig fordi den binder seg til jernioner
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som elektroden avgir nar strgm sendes gjennom. Hjernen ble dissekert ut og
lagt i sukrose og formalinlgsning (10%).

Nér hjernen skulle snittes ble den forst dekket av lim (Tissue Tek®) og festet
til skruskiven, deretter fryst ned ved hjelp av CO,. Hjernen ble kuttet i 40 um
tykke skiver med en fryse-microtome (Leica CM 1800) som holdt ca —20°C.
Snittene ble lagt pa romtempererte glassplater innsatt med gelatin (Polysine
microslides) for & holde snittet festet til platen.

Snittene ble oppbevart i kjgleskap over natten for de ble farget med Cresyl
Violett og dekket med dekkglass. Elektrodens posisjon ble sa kartlagt ved &
sammenlikne snittet i lysmikroskop med hjerneatlaset.

Figur 2.9: Histologisk snitt av hippocampus hos rotte som viser hvor elektroden ideelt
sett bgr veere plassert i CAl-omradet, nar det skal registreres stedcelle-aktivitet. Bildet
er hentet fra “The stereotaxic coordinates” [76].
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Resultater

3.1 Data

Tabell 3.1: Antall rotter som ble brukt i laboratoriearbeidet.

Rotter Antall
Implanterte rotter 28
Rotter med vellykket registrering 2
Rotter som mistet implantat 4

Rotter uten registrert nevronal aktivitet 22

I lgpet av laboratoriearbeidet ble det implantert 28 rotter. Av disse var det
tre rotter som hadde stedceller med stabil aktivitet. Fire rotter mistet im-
plantatet for det ble funnet nevroner a registrere. 21 rotter ble testet daglig
uten at det ble funnet stabil nevronal aktivitet som det lot seg gjgre og reg-
istrere. Det ble samlet inn data fra rottene P3 og B14. Rottene ble registrert
gjennom 5-28 sesjoner. Antallet sesjoner de forskjellige rotte ble registrert
var avhengig av hvor lenge det lot seg gjgre og registrere de aktive stedcel-
lene. Hos fem rotter P1, B5, K4, K6, K9, ble det funnet nevronal aktivitet
under testing, men denne aktiviteten var ikke stabil og ble derfor ikke reg-
istrert i forsgksapparatene. Rotten B14 ble registrert i 28 sesjoner og utgjgr
hovedgrunnlaget for resultatene. Denne rotten ble registrert i rundt og firkan-
tet apparat med og uten belgnning. P3 ble registrert i rundt apparat under
samme betingelser som B14. B11 ble registrert i firkantet apparat med belgn-
ning. Signalene fra cellene som ble regisrert hos rotte P3 forsvant fgr den ble

39
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testet 1 alle forsgkssituasjonene. Data fra P3 er derfor bare brukt til & under-
bygge resultatene fra B14.

B14 ble fgrst testet i firkantet apparat med hjemburet i midten av apparatet.
Under denne forsgksituasjonen oppholdt rotten seg i hjemburet under store
deler av registreringsperioden, som var pa 16 minutter, se figur 4.1a. For at
rotten skulle bli mer aktiv og utforske omgivelsene, ble hjemburet fjernet.
B14 ble deretter registrert i det firkantede apparatet uten hjemburet, men
med fire objekter som proksimale landemerker i apparatet. Rotten fikk ikke
belgnning i denne forsgkssituasjonen. Etter fem sesjoner i firkantet apparat
uten belgnning ble B14 registrert i det runde apparatet med belgnning, der
ble rotten registrert i fem sesjoner. Deretter ble den registrert i 16 sesjon-
er i firkantet apparat med belgnnig. Etter 13 sesjoner ble apparatet rotert
90° og de tre siste sesjonene ble registrert med apparatet rotert. Ideelt sett
skulle B14 ogsa blitt registrert i det runde apparatet uten belgnning og med
proksimale landemerker, men siden stedcellens aktiviteten ikke lenger kunne
registreres, lot det seg ikke gjgre a gjennomfgre den eksperimentelle designen.

Tabell 3.2: Oversikt over innsamlet data. Antall sesjoner hver rotte ble registrert i de
forskjellige forsgksbetingelsene.

Rotte Firkantet apparat Firkantet apparat Rundt apparat

nummer u/belgnning m/belgnning m/belgnning
B14 5 sesjoner 16 sesjoner 5 sesjoner
P3 -ingen- -ingen- 6 sesjoner

3.2 Registrering, isolering og identifisering av
nevronene

Aktiviteten fra de ti ekstracellulaere elektrodene ble fgrst observert ved hjelp
av oscilloskopet, eksempel er vist i figur 3.1. Nar fyringsmgnsteret til noen
av de cellene som ble registrert viste “complex spike”—aktivitet, se definisjon i
avsnitt 1.1.2, var det mulig a velge ut kanalen og studere aksjonspotensialene
til den bestemte cellen. Figur 3.2 viser utvalgte kanaler som viser registrert
aktivitet fra en celle med “complex spike”-aktivitet.

For & skille mellom registreringer fra internevron og pyramideceller legges
det til grunn karakteristiske trekk ved fyringsmgnsteret og kurveformen pa
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Figur 3.1: Bilde fra oscilloskopet som viser nevronal aktivitet fra fire kanaler samtidig.
Kanal nummer to viser aktivitet fra en celle med “complex spike’—aktivitet.

200

150
100

50

-50

-100

200

150

100

50

MV o

50

-100

Figur 3.2: Bildet viser utvalgte kanaler fra oscilloskopet med to fyringsmgnster fra celler
med “complex spike—aktivitet som genererer impulstog med aksjonspotensialer. De er hen-
tet fra forste registrering av B14 i rundt apparat med belgnning.
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aksjonspotensialet til de to typene celler som finnes i CAl-omradet [23].
Figuren 3.3 viser interspike interval histogram for en celle med “complex
spike”-aktivitet. Denne har typisk mange interspike interval som ligger mel-
lom 1 og 7 ms. Interspike interval histogrammet for thetacellen viser at de
har en mer spredt fyring enn pyramidecellene, se figur 3.4. Aksjonspotensia-
lene til pyramidecellene har en bred amplitude og slakk dal sammenliknet
med internevronene med theta aktivitet.
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Figur 3.3: Eksempel pa "complex spike™aktivitet. Denne registreringen er fra celle num-
mer tre hos rotte B14 i 11. sesjon i firkantet apparat med belgnning.
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Figur 3.4: Eksempel pa theta-aktivitet. Cellen er fra rotte P3 i tredje sesjon i rundt
apparat med belgnning,.

3.3 Rottenes atferd i de forskjellige forsgksap-
paratene

Rottenes bevegelsesmgnster kunne studeres pa videoopptakene og sammen-
liknes med fyringskartene fra Sess-anal. Aktivitetsnivaet til rotten gkte nar
den ble mer kjent med omgivelsene. Fra og med andre sesjon dekket rottene
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feltet bedre enn i den foregaende sesjonen. Fyringskartene og videoopptakene
viser at rottenes atferd ble pavirket av formen pa forsgksapparatet, og om
den fikk belgnning under registreringen. Rottens dekning av omradet pavirk-
er muligheten for & registre stedcellenes fyring fordi sannsynligheten for at
rotten oppholder seg i en celles fyringsfelt er hgyest hvis rotten har eksplorert
i hele forspksfeltet.

Aktivitetsmgnster i firkantet apparat med hjemburet i midten

Figur 4.1 viser hvor rotten har oppholdt seg og hvor hurtig den har beveg-
et seg i forsgksfeltet. I denne forsgkssituasjonen oppholdt rotten seg mye i
hjemburet. I de farste sesjonene i denne forsgksituasjonen var rotten nesten
ikke ute av hjemburet sitt. Fordi aktivitetsnivaet til rotten var sa lavt, ble
det kun registrert to sesjoner under disse forsgksbetingelsene.

Aktivitetsmgnster i firkantet apparat uten belgnning med ob jekter

I figur 4.3a kan man se at rotten befant seg mye i sentrum av apparatet der
de fire objektene var lokalisert. Rotten brukte mye tid rundt disse, mens de
mer perifere delene av forsgksfeltet var lite besgkt. Rotten beveget seg sakte
nar den var rundt objektene og utforsket disse, i gvrige deler av apparatet
var bevegelsene hurtige, se figur 4.3b.

Aktivitetsmgnster i rundt apparat med belgnning

Figurene 4.2 og 4.3e og f viser atferden til rottene P3 og B14 i det runde
apparatet. De to rottene hadde forholdsvis lik atferd i dette apparatet. Begge
gikk mye langs veggene og beveget seg sakte mens den snuste og lette etter
pellets, se figur 4.2a og 4.3e. I sentrum av forsgksfeltet beveget rottene seg
hurtig, se figur 4.2b og 4.3f. I de fleste sesjonene ble hele forsgksfeltet besgkt
av rotten. Dette var tilfellet for bade B14 og P3.

Aktivitetsmgnster i firkantet apparat med belgnning

Rotten var aktiv og dekket hele forsgksfeltet under disse forsgksbetingelsene,
se figur 4.3c og d. Rotten befant seg mye i krokene og langs veggene i appa-
ratet. Figur 4.3d viser at rotten beveget seg sakte i neerheten av veggene, og
hurtig i sentrum av apparatet.
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Etter ti sesjoner ble rotten mindre interessert i & eksplorere i hele apparatet.
Den oppholdt seg da uforholdsmessig mye i naerheten av apparatets nord-
vendte vegg der det hvite arket, som rotten forsgkte & @gdelegge, var tapet
fast. For at rotten skulle bli mer interessert i a lete etter pellets, ble mat-
mengden i hjemburet halvert dagen fgr registrering. Rotten fikk 10 g mot
normalt 20 g se avsnitt 2.1 i material og metode—delen, side 21. Rotten ble
mer aktiv under registreringene nar den var sulten og lette etter pellets.

Sammenlikninger av aktivitetsniva

Figur 4.4 og 4.5 illlustrerer forskjellene i aktivitetsnivaet til rotte B14 under
ulike forsgksbetingelser. I figur 4.4 ser en at rotten beveget seg med hgyere
hastighet i firkantet apparat enn i rundt. I begge apparatene var det et distalt
landemerke, og rotten fikk belgnning. I figur 4.5 kan man se at rotten beveget
seg hurtigere nar det ble gitt belgnning i firkantet apparat, enn nar den ikke
ble belgnnet.

3.4 Stedcellenes fyringsmgnster

Fyringsmgnster i firkantet apparat uten belgnning

Cellene som ble registrert i det firkantete apparatet uten belgnning hadde
mange sma fyringsfelt som hadde forskjellig plassering fra sesjon til sesjon,
se figur 4.6. Stedcellenes fyringsfelt var lokalisert rundt de proksimale lande-
merkene. I analysen av cellene som ble registrert i denne forsgkssituasjonen
var definisjonen for fyringsfelt justert ned. Fem piksler ssmmenhengende pik-
sler var minimumskravet for & definere et fyringsfelt i denne forsgksituassjo-
nen. I de gvrige forsgkssituasjonene blir det brukt ni piksler som minimum
for at en samling aksjonspotensial skulle kunne defineres som et fyringsfelt.
Nedjusteringen ble gjort fordi feltene var sa sma at de ikke falt inn under
definisjonen for ett fyringsfelt nar kriteriene var strengere.

Fyringsmgnster i rundt apparat med belgnning

Resultater fra dette apparatet er basert pa to rotter, P3 og B14. Fyrings-
feltene til cellene som ble registrert i det runde apparatet var store, men av
variabel stabilitet, se figur 4.7 og 4.8. Cellene som ble funnet fra rotte P3
hadde mer stabile felt, se figur 4.7a, b og ¢, enn det som var tilfellet for
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cellene fra rotte B14, se 4.8a—d. Stedcellene til B14 hadde store fyringsfelt
som alle var lokalisert langs apparatets vegg. Dette var ogsa tilfellet for rotte
P3 i de tre fgrste sesjonene, men i de pafglgende registreringene i sesjon 4
og 6 dukket det opp fyringsfelter som var lokalisert mer sentralt i apparatet.
Disse feltene var mindre og mer ujevne enn de store stabile feltene som ble
registrert i de tre fgrste sesjonene. Plasseringen av fyringsfeltene langs appa-
ratets vegg kan vaere et resultat av at rotten befant seg mer langs veggen enn
i sentrum av apparatet, se figur 4.2 og 4.3e og f. B14 hadde tidligere blitt
registrert i firkantet apparat i de samme omgivelsene. Dette kan ha innvirket
pa fyringsmgnsteret.

Fyringsmgnster i firkantet apparat med belgnning

I denne forsgkssituasjonen ble det registrert celler som hadde stabile felt over
mange dager. Feltene er stgrre, men faerre, enn i sesjonene i firkantet apparat
uten belgnning. Kriteriet for hvor stort et fyringsfelt matte veere for at det
skulle kalles et stedsfelt var i denne forsgkssituasjonen ni piksler.

Det ene stedsfeltet som ble registrert i det runde apparatet beholdt, rela-
tivit sett, samme plassering nar forsgksapparatet ble endret til firkantet, se
figur 4.11. Dette stedsfeltet flyttet seg i andre sesjon i firkantet apparat til
lokaliseringer som feltet tidligere hadde hatt i det runde apparatet.

Etter 12 dager med registrering av stabile fyringsfelt ble apparatet rotert
90° mot hgyre. I sesjon 13 fglgte fyringsfeltene etter og roterer tilsvarende
90°(se figur 4.9 for sammenlikning). I de neste sesjonene ble fyringsmgnsteret
ustabilt, og feltene ble mindre, figur 4.10.

Sammenlikning av fyringsmgnster i rundt og firkantet apparat

Rotte B14 ble registrert i fem sesjoner i det runde apparatet fgr den ble
registrert i firkantet apparat med belgnning. I figur 4.11c kan man se at et
fyringsfelt er lokalisert naer veggen i det runde apparatets vestre del. Fig-
ur 4.11d viser at stedcellenes fyringsfelt ogsa er lokalisert neer den vestre veg-
gen i det firkantede apparatet i den fgrste sesjonen som ble gjort i firkantet
apparat med belgnning, etter rotten var blitt testet i det runde apparatet.
I tredje sesjon i firkantet apparat flytter fyringsfeltene seg, se figur 4.11e.
Den nye plasseringen til fyringsfeltene i firkantet apparat likner plasseringen
fyringsfeltene hadde i forste (a) og fjerde (b) sesjon i det runde apparatet.
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3.5 Oppsummering av resultatene

Tabell 3.3: Oppsummering av observasjonene som ble gjort av rottene B14 og P3 sin

atferd og stedcellenes fyringsmgnster under de ulike forsgksbetingelsene.

Rotte

Forsgksbetingelser

Atferdsobservasjoner

Fyringsmgnster

B14

Firkantet m/hjembur

u/ belgnning 2 sesjoner.

Firkantet u/ hjembur

u/ belgnning 5 sesjoner.

Rundt m/ belgnning
7 sesjoner.

Firkantet m/ belgnning
12 sesjoner.

Firkantet rotert 90°

m/belgnning 3 sesjoner.

Lite aktiv rotte
Mer aktiv, men dekket
ikke hele forsgksfeltet.

Aktiv, dekket hele
omradet.

Aktiv, dekket store
deler av omréadet.

Oppholdt seg mest langs
veggene og i hjgrnene.

Ingen klare fyringsfelter
Tydelige fyringsfelt,
men sma og ustabil.

Store fyringsfelt,
men ustabil plassering.

Fyringsfeltene endret
form og stgrrelse.

En celle roterte feltet sitt
90°, den andre mistet feltet.

P3

Rundt m/belgnning
6 sesjoner.

Aktiv og dekket
hele apparatet.

Store stabile
fyringsfelt.
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3.6 Elektrodeplassering

Lesjonen som ble laget i hjernevevet merket omradet elektrodene befant seg
i nar registreringene ble avsluttet. Omradet har absorbert mye fargestoff og
har en noe mgrkere farge en det omliggende vevet.

Figur 3.5: Histologisk snitt som viser elektrodens plassering i hippocampus hos rotte B11.
Omradet der kanylen med elektroden gar gjennom korteks er merket med A pa figuren.
Omradet som ble merket av lesjonen er forstgrret i bildet under og merket med B.
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Kapittel 4

Figurer til resultatdelen

Presentasjon av data som illustrerer:

o Atferden til rottene i de forskjellige apparatene og under de forskjellige
forsgksbetingelsene.

e Fyringsmgnsteret til stedcellen i de forskjellige forsgkssitasjonene.
e Elektrodeposisjon i rottens hjerne.

Forsgksapparatene som kartene representerer er strukket i den ene retnin-
gen som fglge av kamerasystemet (se avsnitt 2.5.2, side 37 i material og
metodedelen). Derfor er kartene som representerer det runde apparatet ovalt,
og kartene som representerer det firkantede er rektangulaert i stedet for
kvadratisk.

4.1 Rottenes atferd

De hvite omradene representerer de plassene rottene ikke har besgkt i lgpet av
registreringsperioden. De lilla feltene representerer de omradene rottene var
mest i. De gule feltene representerer de omradene rottene beveget seg sakte
i, mens de lilla feltene viser hvor rotten beveget seg fortest. Alle apparatene
som vises i denne seksjonen inneholdt et distalt landemerke i form av et
hvitt ark som var tapet pa apparatets sgrvendte vegg. I figurene er dette
representert som en stripe eller bue ved siden av tids-og hastighetskartene.

49
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Seconds Cm / Second

0.180 7.692

u ] 0.600 9.136
W 1.060 MW 10308
1.620 11.559
2.340 13.825
W 3.820 W 18.286

a Time Map b Speed Map

Figur 4.1: Kart som viser aktiviteten til rotte B14 n&r hjemburet var i midten av det
firkantete apparatet. Her var det ingen proksimale landemerker i apparatet og rotten fikk
ikke belgnning. Den firkantete rammen rundt viser veggene pé apparatet. a viser hvor
lenge rotten oppholdt seg i de forskjellige delene av apparatet. b viser hvor fort rotten
beveget seg i de forskjellige omradene. Figurene omtales i avsnitt 3.3, side 43.

P3r03
Seconds Cm / Second
0.220 10.818
0.420 14.604
B 0.600 H 17.229
0.880 19.708
1.240 22.233
Bl 1.880 W 25882
a b

Figur 4.2: Tidskart og hastighetskart fra det runde apparatet med belgnning. Registrerin-
gene er fra rotte P3, tredje sesjon i rundt apparat med belgnning. I apparatets sgrvendte
vegg var det et distalt landemerke i form av et hvitt ark. Pa denne figurene er det distale
landemerket presentert med en bue til venstre for apparatet. Kommentarer til figurene er
i avsnitt 3.3, side 43.
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B14f04

Seconds
0.060
0.140

H 0280
0.500
0.860

W 1.630

Cm / Second
8.400
12.308

Bl 16.388
22.333
29.000

Bl 36.000

b Speed Map

B14s05

Speed Map

Seconds
0.080
0.220

W 0.380
0.540
0.780

W 1.260

Cm / Second
14.560
21.180

H 26.288
31.000
36.000

W 42879

o1

B14r02

Speed Map

Figur 4.3: Kart som viser hvor lenge rotte B14 har oppholdt seg i de forskjellige omradene
av apparatene, og hvor stor fart rotten har hatt nar den har beveget seg gjennom omrédet.
a og b viser fjerde sesjon i firkantet apparat uten belgnning, med proksimale landemerker.
¢ og d viser femte sesjon i firkantet med belgnning, uten proksimale landemerker. e og f
viser andre sesjon i rundt apparat med belgnning, uten proksimale landemerker. Figurene

kommenteres i avsnitt 3.3, side 42.

Seconds
0.160
0.380

B 0.620
0.900
1.300

W 2.000

Cm / Second
10.800
14.419

H 17.029
19.625
22.297

Bl 27.000
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cm/sekund
60 -

50
40 ~
30 .\././\

20 1

10 1

—e— Firkantet

—=— Rund

0 T
0 1

5 6 7 8 9 10 11 12 13
Sesjoner

2 3 4

14 15

Figur 4.4: Sammenlikning av aktivitetsnivaet i rund og firkantet apparat. Registreringer
fra rotte B14. Rotten fikk belgnning i begge apparatene. I firkantet apparat med belgnning
ble det registrert i 16 sesjoner, mens det i det runde apparatet ble registrert i 5 sesjoner.

Tallene til disse grafene er basert pa rottens maksimale

bevegelseshastighet i hver sesjon,

bergeninger gjort i programmet Sess-anal. Grafene kommenteres i avsnitt 3.3, side 44.

cmy/sekund

o M

50
40
30
20

10 4

—e— Med belanning

—m— Uten belgnning

0

6 7 8 9101
sesjoner

0123 45 11213141

5

Figur 4.5: Sammemlikning av aktivitetsniviet med o

g uten belgnning. Registreringer

fra rotte B14 i firkantet apparat. Rotte B14 ble registrert i 16 sesjoner med belgnning,
uten proksimale landemerker, og i 5 sesjoner uten belgnning. Tallene til grafene er basert

pa rottens maksimale bevegelseshastighet i hver sesjon,

Sess-anal. Grafene omtales i avsnitt 3.3, side 44.

bergeninger gjort i programmet
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4.2 Stedcellenes fyringsmgnster

For alle kartene i denne seksjonen gjelder fglgende fargekoder: De lilla fel-
tene representerer fyringsfeltene med hgyest fyringsfrekvens. De bla, grgnne,
rgde og orange representerer fyringsfelt med synkende fyringsfrekvens. De
gule omradene representerer omradene i apparatet uten fyringsfelter. I alle
forsgkssituasjonene var det et distalt landemerke i form av et hvitt ark som
var tapet pa apparatets vegg.

B14f03 B14f04

Field Number

Field Number
0.000

0.000
5.000 2000
' H 4.000

H 4.000
3.000

3.000
5,000 2.000
’ H 1.000

H 1.000

a o

Field Number
0.000 Field Number
’ 0.000
5.000 5000
H 4.000 B 4000
3.000 3.000
2.000 2.000

c d

Figur 4.6: Kart som viser fyringsfelt. Stedcellene er registrert fra rotte B14 i firkantet
apparat uten belgnning over fire sesjoner. Fyringsfeltene i denne forsgkssituasjonen var s
smé at det ble ngdvendig & benytte andre kriterier i analysen. Definisjonen pa et fyringsfelt
ble justert ned til & gjelde for minimum fem piksler.a viser stedcellens fyringsmgnster i
tredje sesjon, b, viser fjerde sesjon, ¢ viser sjette sesjon og d viser sjuende sesjon. Disse
kartene kommenteres i avsnitt 3.4, side 44.
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P3r01

Field Number
0.000
5.000

B 4.000
3.000
2.000

Bl 1.000

P3r04

Field Number
0.000
5.000

H 4.000
3.000
2.000

H 1.000

d

Figur 4.7: Kart som viser plassering av fyringsfelt i det runde apparatet der rotten fikk
belgnning. Registreringene er gjort av rotte P3.a viser fyringsmgnster i fgrste sesjon, b viser
andre sesjon, c viser tredje sesjon, d viser fjerde sesjon og e viser sjette sesjon. Kartene

omtales i avsnitt 3.4, side 44.

e

P3r02

P3r06

Field Number
0.000
5.000

Bl 4.000
3.000
2.000

Bl 1.000

Field Number

0.000
5.000
H 4.000
3.000
2.000
B 1.000

P3r03

Field Number
0.000
5.000

W 4.000
3.000
2.000

B 1.000
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B14r01 B14r02 B14r03

Field Number Field Number Field Number
0.000 0.000 0.000
5.000 5.000 5.000
W 4.000 H 4.000 M 4.000
3.000 3.000 3.000
2.000 2.000 2.000
W 1.000 W 1.000 W 1.000
a

B14r04 B14r05

Field Number Field Number
0.000 0.000
5.000 5.000
Bl 4.000 B 4.000
3.000 3.000
2.000 2.000
B 1.000 B 1.000
d e

Figur 4.8: Kart som viser fyringsfelt registrert fra rotte B14 i rundt apparat med belgn-
ning over fem sesjoner. Denne figuren kommenteres i avsnitt 3.4, side 44.

O
O
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B14s03

B14s08

B14s11

9

Figur 4.9: Fyringsfelt i firkantet apparat med belgnning. Registrert fra rotte B14 over 12
sesjoner. a viser kart fra tredje sesjon, b viser fra femte, c fra sjette, d fra attende, e fra
niende, f fra tiende, g fra ellevte og h viser kart fra tovlte sesjon. Kartene omtales i avsnitt

3.4, side 45.
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Field Number
0.000
5.000

W 4.000
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B 1.000

Field Number
0.000
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W 4.000
3.000
2.000

B 1.000

Field Number
0.000
5.000

H 4.000
3.000
2.000

B 1.000

h

B14s05

B14s09

B14s12

Field Number
0.000
5.000

W 4.000
3.000
2.000

B 1.000

Field Number
0.000
5.000

H 4.000
3.000
2.000

W 1.000

Field Number
0.000
5.000

W 4.000
3.000
2.000

B 1.000

B14s06

B14s10

Field Number
0.000
5.000

H 4.000
3.000
2.000

B 1.000

Field Number
0.000
5.000

H 4.000
3.000
2.000

B 1.000
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B14s12

Field Number
0.000
5.000
H 4.000
3.000
2.000
B 1.000
a

Q0"

Mot hgyre
B14s13 B14s14
Field Number Field Number
0.000 0.000
5.000 5.000
W 4.000 B 4.000
3.000 3.000
2.000 2.000
W 1.000 W 1.000
o c
B14s15 B14s16

Field Number Field Number

0.000 0.000

5.000 5.000

W 4.000 W 4.000

3.000 3.000

2.000 2.000

W 1.000 W 1.000

d e

Figur 4.10: Kart over stedcellenes fyringsfelt ved rotasjon av distalt landemerke. Appa-
ratet ble rotert 90°mot hgyre. a viser hvor fyringsfeltene var plassert i 12., fgr rotasjonen
av apparatet. I 13. sesjon var apparatet rotert og det distale landemerket var na pa den
gstre veggen i apparatet. ¢ viser fyringsfeltene i 14. sesjon, d i 15. sesjon og e i 16. sesjon.
Kartene omtales i avsnitt 3.4, side 45.
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B14r01

Field Number
0.000
5.000

H 4.000
3.000
2.000

H 1.000

B14s01

-

d

B14r04

Field Number
0.000
5.000

W 4.000
3.000
2.000

Bl 1.000

e

Field Number
0.000
5.000

H 4.000
3.000
2.000

H 1.000

B14s03

B14r06

Field Number
0.000
5.000

B 4.000
3.000
2.000

Bl 1.000

Field Number
0.000
5.000

H 4.000
3.000
2.000

H 1.000

Figur 4.11: Sammenlikning av fyringsfelt i rundt og firkantet apparat. Rotten fikk belgn-
ning i begge disse forsgksapparatene. Kartene omtales i avsnitt 3.4, side 45.
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Figur 4.12: Sammenlikning av karakteristiske trekk ved fyringsmgnsteret til cellene som
ble registrert i fgr og etter rotasjon av apparatet.
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Figur 4.13: Sammenlikning av karakteristiske trekk ved fyringsmgnsteret til cellene som
ble registrert i det runde og det firkantede apparatet.



Kapittel 5

Diskusjon

5.1 Hovedfunn

I denne studien er det vist at stedcellene endrer fyringsmgnsteret sitt nar
omgivelsene forandres. Det vises at geometrien til forsgksapparatet pavirk-
er rottens atferd og stedcellenes fyringsmgnster. De fleste studier i dette
forskningsfeltet er gjort i runde apparat. Vi har forsgkt a vise at atferd og
fyringsmgnster endres som fglge av formen pa forsgksapparatet, og at det
kan ha pavirket resultatene i tidligere studier.

Det andre hovedfunnet er at rottenes aktivitet og stedcellenes fyringsmgnster
er pavirket av belgnning. Fra tidligere publikasjoner er det kjent at belgnning
forsterker nevronal aktivitet. Derfor er de fleste studier pa stedceller gjort
med forsterkning i form av belgnning. Vi tror belgnningen i seg selv kan ha
pavirket resultatene og har forsgkt a vise hvilken betydning belgnning har
hatt pa atferd og fyringsmgnster.

5.2 Diskusjon av material og metode

De fleste resultatene i denne studien kommer fra én rotte. Resultatene méa
derfor betraktes som preeliminaere observasjoner. Det ble implantert 28 rotter
og av disse var det kun tre med stabil aktivitet over lengre tid. Det kan
vaere flere grunner til den lave suksessprosenten. Noen av arsakene ligger
sannsynligvis i at metoden er komplisert og tidkrevende, siden det arbeides
med levende rotter. Et viktig moment er at det krevde mye tid og arbeid for
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rottene kunnet testes og eventuelle feil kunne oppdages.

De viktigste svakhetene ved metoden og gjennomfgringen av denne som kan
ha fgrt til lav suksessrate er fglgende:

e Handteringen av rottene tok lang tid. Nar en gruppe rotter ikke ga
resultater var det tidkrevende & starte med nye rotter.

e Elektrodelagingen var komplisert og krevde hgy grad av ngyaktighet.
Elektrodene var svaert skjgre og sarbare for bergring. De var spesielt
utsatt under implantasjonen nar de skulle fgres ned i hjernevevet.

e Rottene kunne fa innflamasjon i vevet rundt plattformen som kunne
spre seg til elektrodene og forstyrre den elektriske konduktansen.

e Problemer med anestesi. Styrken pa equithesin var sveert variabel. Det
gjorde det vanskelig & beregne riktig mengde og fire rotter dgde som
fglge av equithesin-overdose.

e Plasseringen av elektroden under registreringen kan ha vaert feil.

5.2.1 Valg av forsgksdyr

Hippocampus er en fylogenetisk gammel struktur, funn fra rotter kan derfor
gi kunnskap om hippocampus sin funksjon ogsa hos mennesker. Rotter er
ideelle forspksdyr fordi anatomien og atferden er velstudert [5]. Hippocampus
hos rotter er relativt stor i forhold til den totale stgrrelsen pa rottehjernen. I
denne oppgaven ble Long Evans rotter brukt som forsgksdyr. De har godt syn
og god hgrsel sammenliknet med vanlige albino laboratorierotter. Long Evans
rottene er sveert omgjengelige og lett & handtere. Hannrotter ble fortrukket
fremfor hunrotter pa grunn av de hormonelle variasjonene hos hunrotter.

Alle rottene ble handtert fgr de ble implantert med elektroder. En lever-
ansene av forsgksdyr inneholdt imidlertid seks rotter som var svaert vanskelig
a handtere. Disse rottene var sveert skremt og urolige, og de ga ingen resul-
tater. Det skyldes kanskje at problemene som oppsto nar de urolige rottene
skulle kobles til registreringledningen kan ha forskjgvet elektroden i hjernen.
En annen gruppe pa fem rotter var for unge nar de ble implantert. Skallen
til disse rottene var ikke ferdig kalsifisert og var for myke til & holde den
fastsementerte plattformen med elektrodene. Dette ble fgrst oppdaget da
plattformene lgsnet sammen med deler av skallen, noe som skjedde med hele
denne gruppen.
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5.2.2 Registrering og analyse

Noen av arsakene til at 21 rotter ble implantert uten a gi resultater kan veere
knyttet til elektrodene. Mangel pa registrert nevronal aktivitet kan blant
annet skyldes hgy impedanse i elektrodene. Penetreringen av elektroden i
hippocampus kan ha forarsaket skader pa nevronene i omradet det ble reg-
istrert fra. Elektroden kan ha endret posisjon som fglge av rottens hodebeveg-
elser eller pa grunn av pulseringer i hjernen. Hos enkelte rotter oppsto det
tekniske problemer nar elektroden skulle fgres videre ned i hjernen. Det kan
ha endret elektrodens posisjon. Ni av rottene som ikke ga resultater hadde in-
nflamasjon rundt elektroden. Disse ble implantert i august da temperaturen
og luftfuktigheten var hgy, det ga gode vekstforhold for bakterier, og innfla-
masjon var spesielt vanskelig 4 unnga denne tiden. Innflamasjon kan pavirke
den elektriske konduktansen til den ekstracellulaere vaesken og formen pa det
registrerte potensialet pavirkes av de elektriske egenskapene til nervecellen
og vevet rundt cellen. Rundt innflamasjonen kan det ogsa ha blitt dannet
arrvev som fglge av celledgd.

Registrering av enkelt nevroner ekstracellulaert har en rekke fordeler, den
viktigste er at registreringen kan gjgres pa vakne dyr. Registreringen kan
derfor gjgres uten pavirkninger fra anestesi og man far muligheten til & ko-
rrelere nevronal aktivitet med atferd. Likevel er det en del komplikasjon-
er knyttet til ekstracellulaer registrering av enkelt nevroner. Metoden setter
hgye krav til analysen og sorteringen pa grunn av bakgrunnstgy og signal
fra andre nevroner. Det er komplisert & finne ut hvordan nevronet som det
registreres fra ser ut eller hvordan elektroden er plassert i forhold til cellen.
Formen pa det registrerte signalet pavirkes av disse to forholdene. Sortering
og identifisering av signaler fra et nevron er basert pa at nevronene gener-
erer aksjonspotensialer som har en karakteristisk form og frekvens [46, 81].
En elektrode som registrerer signal fra to celler med forskjellige avstander
til elektroden vil registrere potensialer med to forskjellige karakteristiske for-
mer. Amplituden pa det registrerte potensialet er gjerne et fremtredene kjen-
netegn. I denne studien ble det ikke registrert EEG, det var uheldig fordi det
dermed ikke var mulig & korrelere stedcelleaktiviten med theta—aktivitet. Det
ble imidlertid forsgkt & registrere EEG, men rottene var ikke implantert med
egen EEG-elektrode, og registreringer av EEG med en av de ti elektrodene
i bunten ga mye stgy. EEG registreringen ble derfor koblet ut.

Stedcellene genererer aksjonspotensialer i impulstog (se figur 1.1.2) der ak-
sjonspotensialene endrer amplitude og frekvens i impulstoget gjgr isoler—



64 KAPITTEL 5. DISKUSJON

ingen mer komplisert og kan fgre til at aksjonspotensialer feilaktig blir sortert
bort [27].

De vanligste elektrodene i denne typen eksperiment er enkeltelektroder i
bunter eller multiple elektroder; stereotrode eller tetrode. Hvilken elektrode-
type som er mest egnet avhenger av anatomien til den hjernedelen som skal
studeres. Stereotroder og tetroder har klare fordeler nar det skal registreres
fra hjerneomrader som har en homogenstruktur med homogent orienterte
celler og hgy celletetthet [17]. Enkeltelektroder er effektive dersom cellen
som skal registreres er stor og befinner seg i cellelag med lav tetthet. CA1-
omradet i hippocampus bestar av pyramideceller som har en homogen orien-
tering og som forekommer med hgy tetthet. Det hadde derfor vaert fordelak-
tig & benytte multiple elektroder i mine eksperimenter. Enkeltelektroder har
en tendens til & registrere aktivitet fra flere nevron samtidig. Derfor setter
registerering med enkeltelektroder stgrre krav til sortering og analyse enn
registreringene ville gjort med multiple elektroder. En fordel med enkeltelek-
troder er at man kan isolere aksjonspotensialer on-line, pa grunnlag av at det
kun er en elektrode som registrerer fra det aktuelle nevronet. Selv om reg-
istreringer med stereotrode og tetrode har klare fordeler sammenliknet med
enkeltelektroder som er laget av bunter med ti enkelttrader, ble det i denne
studien lagt vekt pa hva som var lett tilgjengelig og hvilke metoder som var
etablert ved laboratoriet, da det skulle velges elektrode.

Fgr implantasjon ble elektrodenes impedanse malt og ngye vurdert. En ideell
elektrode hadde impedanse mellom 0,5-1 M). Da var impedansen lav nok
til & registrere utladningene til nervecellen i mikrovolt, men ikke sa lav at
elektrisk stgy overskygget den nevronale aktivitet fra stedcellene som man
ville registere. Impedansen til elektrodene er hgyere desto tynnere elektrode-
tradene er. I valget av mikroelektroder ble tykkelsen pa elektrodetradene
vurdert. Diameteren pa mikroelektrodene bgr vaere mindre enn eller like stor
som cellelegemet til den nervecellen som elektroden skal registrere for a ikke
skade cellen. Ulempen med tynne elektroder er at de vanskeligere holder en
stabil posisjon i narheten av cellelegemet. Tykke elektroder kan vaere mer
stabile i plasseringen, men gjgr stgrre skade pa vevet. Pyramidecellene i CA1-
omradet har cellelegemer som er ca 25-40 pm. I denne studien ble det brukt
mikroelektroder der hver trad hadde en diameter pa 25 mikroner. Ved a
bruke elektroder som bestar av bunter pa ti elektrodetrader, ble det mulig &
fgre harstra-tynne elektroder ned i hjernen uten at elektrodetradene ble gde-
lagt av motstanden i vevet. Samtidig var hver elektrodetrad tynne nok til at
skadene de utfgrte pa cellen den registrerer fra ble minimal. Impedansen til
elektrodene pavirkes ogsa av hvordan elektrodens tupp blir kuttet. Dersom
de kuttes rett av blir overflaten pa elektrodens tupp minst, en skra-kutting
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gir stgrre overflate og dermed ogsa hgyere impendanse.

Plasseringene av elektrodene i hippocampus ble forsgkt kartlagt etter at
registreringsseriene var ferdige eller ble avbrutt. Figur 3.5 viser elektrode-
plasseringen hos rotte B11. Hos denne rotten har elektroden veert for dyp og
lesjonen vises noe forbi cellelaget i CA1l-omradet. Dette kan forklare hvorfor
det ikke lot seg gjore og registrere stedcelleaktivitet over tid hos rotte B11.
Etter tre sesjoner forsvant den registrerte aktiviteten. I forsgk pa & finne ig-
jen stedcelleaktiviteten har elektroden blitt skrudd for langt ned. Elektrodens
plassering ved avliving forklarer hvorfor det ikke ble funnet mer stedcelleak-
tivitet. Pa grunnlag av notatene i forsgksprotokollen er det imidlertid grunn
til & tro at elektrodene har vart i riktig posisjon under registreringene av de
andre rottene. Noen av registreringsseriene ble avbrutt fordi rotten mistet
implantatet pa grunn av innflamasjon eller ukalsifisert skalle (se avsnitt 3.1
i resultatdelen). Hos disse rottene var det ikke mulig & lokalisere elektrodens
plassering ved hjelp av lesjon.

Isoleringen av aksjonspotensialene fra pyramidecellene ble gjort med hjelp av
dataprogrammet “Off-line Sorter” (Plexon®) Inc) og Sess-anal. Programmene
er tidligere omtalt i avsnitt 2.5.

Off-line Sorter og Sess-anal

“Cluster cutting” er den mest brukte teknikken for & skille ut aksjonspoten-
sialer som kommer fra samme nevron. De ble sortert ut pa grunnlag av ampli-
tude, form, varighet og frekvens. Aksjonspotensialer fra samme nevron deler
gjerne disse seertrekkene, og vil derfor danne skyer, eller “cluster”, med hgy
tetthet nar de plottes i et koordinat system. Datapunktene som representerer
aksjonspotensialene blir sortert pa grunnlag av “principal components analy-
sis” (PCA). Det er en algoritme der det antas at formen pé aksjonspotensia-
lene kan representeres som en linizer kombinasjon av to prinsipielle vektorer,
I algoritmen antas det videre at aksjonspotensialer som kommer fra samme
nevron vil utgjgre en samling av datapunkter som representerer korrelasjonen
mellom aksjonspotensialene og de prinsipielle vektorene. PCA reduserer data-
mengden ved & velge ut datapunktene som skiller seg mest ut av datasettet.
Dette er basert pa en rekke orthogonale vektorer som beskriver den stgrste
variasjonen i de innsamlede data. PCA gjgr det enkelt a skille generell stgy
fra data som kommer fra nevroner [46]. Datapunktene som samler seg i en
sky grupperes fgr det ble utfgrt “Template matching”. Da brukes et utvalg av
representable aksjonspotensialer som mal og aksjonspotensialene sammenlik-
nes opp mot denne. Avviksmarginen ble satt til 10%. De aksjonspotensialene
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som ikke var tilstrekkelig lik malen blir forkastet. Isolering ved hjelp av mal
er ikke alltid ideelt nar signalene som skal analyseres kommer i impulstog
fra “complex spike”—celler. Da endres hgyden pa amplituden under impul-
stoget noe som kan gi falske negative resultater. Likevel var det et nyttig
verktgy sa lenge man var obersvant pa den mulige feilkilden. Kombinasjonen
av PCA og bruk av mal, sorterte aksjonspotensial fra samme nevron effektivt
og ngyaktig. Off-line Sorter-programmet var dessuten enkelt a bruke og lett
tilgjengelig. Kvaliteten pa isoleringen av enkeltnevronene kunne sjekkes etter
analyse ved hjelp av “Session analysis” programmet.

Dataprogrammet Sess-anal analyserte resultatene videre og sammenfattet
informasjonen fra tracker systemet med data analysert med Off-line Sorter.
Dette viste hvor rotten var nar den bestemte cellen var aktiv. Sess-anal ga in-
formasjon om hvilken type celle det var registrert fra gjennom fyringskartene,
og ved a vise gjennomsnittelig form pa aksjonspotensialene og fyringsmgn-
ster. Dersom analysen fra Off-line Sorter var av darlig kvalitet ble dette
avslgrt ved & studere histogrammene og kartene fra Sess-anal. Interspike—
intervall histogram viser frekvensen mellom hvert aksjonspotensial fra samme
nevron. Interspike intervaller pa under 1 ms som tilsvarer refraktaerperioden
for de fleste nevron, indikerer det at aksjonspotensialene kommer fra mer enn
et nevron [46]. En annen viktig analyse som viser karakteristiske trekk ved
fyringsmgnsteret er autokorrelering. Den presenteres i et frekvens—histogram
som fglger hvert enkelt aksjonspotensial fra cellen det registreres fra. Hvert
aksjonspotensial fungerer som en referanse som de andre sammenliknes med.
Autokorrelasjonshistogrammet kan enkelte ganger vise rytmiske fyringsmgn-
stre og impulstog som ikke kommer frem i interspike-intervall histogram-
met [17].

Metoden som ble brukt i denne studien var tilstrekkelig for registrering og
isolering av enkelt nevroner. Selv om vi med fordel kunne ha benyttet tetroder
istedet for enkelt elektroder, var analysen ved hjelp av Off-line Sorter og Sess-
anal, sa grundlig at vi likevel kunne fgle oss relativit sikre pa at de registrerte
potensialene stammet fra en enkelt celle.

5.3 Diskusjon av resultatene

Hovedanalysen av resultatene gikk ut pa & sammenlikne rottenes atferd med
stedcellenes fyringsmgnster nar rotten var i de forskjellige omgivelsene og ek-
splorerte under de ulike betingelsene. For pa denne maten & finne ut om sted-
cellene har forskjellige fyringsegenskaper i ulike omgivelser. Det ble forsgkt
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a finne ut hvordan forskjellige faktorer i omgivelsene pavirket atferden til
rottene og fyringsmgnsteret til stedcellene.

Faktorene som kan ha pavirket rottenes atferd og stedcellenes fyringsmgnster
i forsgksapparatene er fglgene:

e Belgnning.

Forsgksapparatets geometri.

Proksimale og distale landemerker.

Tidligere erfaringer.

Spatial kontekst.

5.3.1 Betydning av belgnning

Figur 4.5 viser rotte B14 sitt aktivitetsnivd med og uten belgnning i det
firkantede apparatet. Rottens aktivitetsniva var noe hgyere nar rotten ble
gitt belgnning under eksploreringen i det firkantede apparatet. Rotten dekket
mer av omradet med belgnning. Nar rotten ikke ble gitt belgnning sto den
mye stille og hadde lavere bevegelseshastighet enn i samme apparat nar den
fikk belgnning. De to forskjellige forsgkssituasjonene kunne ikke direkte sam-
menliknes fordi det var proksimale landemerker i apparatet nar rotten ikke
fikk belgnning. Rotten brukte mye tid rundt objektene og beveget seg lite
nar den utforsket disse. Men det kan se ut til at belgnningen motiverte rotten
til & ga mer rundt i omgivelsene bade i det runde og det firkantede apparatet.

Den gkte aktiviteten til rotten pavirket den nevronale aktiviteten og fyrings—
mgnsteret til stedcellene. Det postuleres at endringer av atferd og spatiale
parametre induserer plastiske endringer i stedcellenes fyringsmgnster og sted-
cellene endrer fyringsmgnster basert pa erfaringer [10, 104]|. Det er tidligere
vist at farten til rotten pavirker fyringsfrekvensen til stedcellen [18]. Hvis
rotten har hgy fart nar den springer gjennom fyringsfeltet fyrer stedcellen
med hgyere frekvens. Figur 4.4 og 4.5 viser at rotten beveget seg med en
hgyere hastighet nar rotten fikk belgnning, samt nar den var i det firkantede
apparatet, ssmmenliknet med det hastigheten i det runde apparatet.

I sammenlikningen av stedcellenes fyringsmgnster under de forskjellige forsgks-
betingelsene fant vi at stedcellene hadde et mer stabilt fyringsmgnster nar
rottene fikk belgnning enn i de sesjonene hvor belgnning ikke ble gitt. Fyrings-
feltene til cellene var stgrre og mer stabile med belgnning i form av pellets.
Det ser ut til at stedcellenes fyring var mer stabil i det runde apparatet
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enn i det firkantete. Fyringsfeltene er en anelse mindre i det firkantete appa-
ratet. Dette skyldes kanskje at rotten dekket et stgrre omrade av omgivelsene.
Det er tidligere vist at belgnning modulerer den nevronale aktiviteten i hip-
pocampus hos rotter [33]. Sensorisk stimulering gker amplituden i theta ryt-
men i hippocampus. Det antas dermed at hippocampal aktivitet moduleres
av oppmerksomheten til informasjonen. Betydningen et landemerke har pa
den spatiale fyringen kan pavirkes av tidligere erfaringer og hvilken oppmerk-
somhet rotten knytter til landemerket [35]. Det er vanskelig & vite om belgn-
ningen pavirker fyringsmgnsteret direkte, eller om pavirkningen er indirekte
via betydningen som belgnningen har pa atferden til rotten. Resultatene fra
denne studien kan imidlertid tyde pa at belgnningen kan pavirke stedcellenes
fyringsmgnster direkte.

5.3.2 Betydning av landemerker

Tidligere forskning har vist at rotasjon av distale landemerker far fyrings-
feltene til a rotere med de distale landemerkene og ignorere de lokale lande-
merkene pa overflaten av forsgksapparatet. [63, 72]. Mine resultater er i trad
med den etablerte oppfatningen om at distale landemerker kontrollerer sted-
cellenes fyringsmgnster [74], fyringsfeltene folger rotasjonen av forsgksappa-
ratet, se figur 4.10. I sesjonene etter rotasjonen endret imidlertid fyringsmgn-
steret seg, noe som kan tyde pa at rotten ikke lenger stolte pa de distale
landemerkene siden de hadde vist seg a vaere ustabile. Det er tidligere vist at
landemerker som flyttes pa har mindre effekt pa stedcellefyringen enn lande-
merker som rotten vurderer som stabile [35]. I forsgk der rotten er tilstede
nar landemerkene blir manipulert, har fyringsfeltene vaert stabile etter ro-
tasjon. Nar manipulasjonen ble foretatt uten at rotten var tilstede, roterte
fyringsfeltene med apparatet [45]. I denne studien var rotten ikke tilstedet
nar forsgksapparatet ble rotert og fyringsfeltene roterte 90° med apparatet.
Formen pa fyringsfelt nummer 1 i 12. sesjon, 4.10a, og fyringsfelt 1 i 13.
sesjon, 4.10b, var sveert like. Det indikerer at rotten har brukt det samme
kognitive kartet fgr og etter rotasjon. I 4.10c—e endrer fyringsfeltene form i
tillegg til plassering. Dette tyder pa at rotten har omorganisert den men-
tale representasjonen, og det har dannet seg et nytt kognitivt kart, sdkalt
“remapping”.

I de sesjonene det var proximale landemerker i form av objekter i apparatet,
brukte rottene mye tid rundt disse, se figur 4.3a. Rotten beveget seg med lav
hastighet rundt objektene, se figur 4.3b. Fyringsfeltene i denne forsgkssitu-
asjonen var svaert sma og utstabile, se figur 4.6a—d. Ut fra disse resultatene
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er det vanskelig & vise hvilken betydning de proksimale landemerkene har
hatt pa stedcellens fyringsmgnster. Deler av forsgksapparatet var ubesgkt av
rotten og sannsynligheten for at rotten oppholder seg i fyringsfeltet til en
stedcelle er lavere nar rotten ikke dekker hele forsgksfeltet. Grunnlaget for a
studere stabile fyringsfelt er derfor darligere i de sesjonene der rotten beveget
seg lite rundt, sammenliknet med sesjonene i firkantet apparat med belgn-
ning og uten proksimale landmerker, der rotten var mer aktiv og dekket hele
forsgksfeltet.

5.3.3 Betydning av forsgksapparatets geometri

Det er gjort sammenlikninger av atferden til rotten og fyringmgnsteret til
stedcellene i rundt og firkantet apparat. Fordi de fleste tidligere studier er
blitt gjort i rundt apparat, er det interessant a se hvilken betydning ge-
ometrien pa forsgksapparatet har pa resultatene. Landemerkene som styrer
stedcellenes fyringsmgnster er sammensatt, og kan vaere basert pa bade ge-
ometrisk og ikke-geometrisk informasjon [3]. Den geometriske informasjonen
manipuleres nar formen pa forsgksapparatet endres fra firkantet til rundt.
Sammenlikningene av atferd i firkantet og rundt apparat viser at rotten har
en tendens til & oppholde seg mest i de perifere delen av det firkantete appa-
ratet, se figur 4.4. I det runde apparatet ser det ut til at rotten har gatt mer
pa kryss og tvers. Aktivitetsnivaet var hgyere i det firkantede forsgksappa-
ratet, se figur 4.4. Det kan skyldes at de homogene omgivelsene i det runde
forsgksapparatet var mindre interessant for rotten enn det firkantede forsgk-
sapparatet. Fyringsfeltene er mer stabile i det firkantede forsgksapparatet
enn det runde, se figurene 4.9, 4.8. T figur 4.11 sammenliknes fyringsfeltene
stedcellene hadde i det runde og firkantede apparatet. Histogrammene og
den gjennomsnittlige formen pa det registrerte potensialet, i det runde og
firkantede apparatet, ble sammenliknet i figur 4.13. Det kan se ut som at
fyringsfeltet i den fgrste sesjonen i rundt apparat, 4.13a og fyringsfeltene i
den fgrste sesjonen i firkantet apparat, 4.13d, er fra samme stedcelle. For-
men pa det registrerte aksjonspotensialet i tredje sesjon i firkantet apparat,
4.13e, er relativt lik det potensialet som ble registrert i fgrste sesjon i samme
apparat. Dette kan tyde pa at det ikke ble dannet et nytt kognitivt kart da
rotten som tidligere hadde blitt testet og registrert i det runde apparatet ble
plassert i det firkantede apparatet. Selv om geometrien i de to ulike appa-
ratene var forskjellig kan det se ut som at rotten oppfattet omgivelsene som
de samme. Dette kan vaere basert pa at omgivelsene som de to apparatene
var plassert i var en del av den samme spatiale kontekst.
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5.3.4 Spatial kontekst

Det er sveert sannsynlig at det kognitive kartet i hippocampus er sentralt i
representasjonen av en spatial kontekst [56, 89]. I fglge Sharp omorganiser-
er hippocampus den mentale representasjonen nar ikke-spatiale momenter i
konteksten endres. Dermed ma hippocampus ogsa lagre ikke-spatiale aspek-
ter ved en situasjon [89]. Hun mener videre at stedcellene i hippocampus har
en mer omfattende rolle enn den rollen de har blitt tilsett via hippocampus
sin funksjon i leering og hukommelse. Mizumori et al [56] antar at hippocam-
pus og stedcellene hjelper organismen til & laere nye spatiale kontekster, mens
lokalitetene kodes i andre hjernestrukturer som for eksempel striatum. Videre
postulerer hun at striatum og HD cellene brukes nar rotten skal tilpasse at-
ferden til omgivelsene. Mizumori mener at gunnen til at hippocampus rep-
resenterer spatial kontekst er at dyret skal kunne leere seg forandringer som
skjer i omgivelsene. Og at dyret kan endre betydningen av, eller oppmerk-
somheten til disse i takt med endringene av den spatiale konteksten, selv
om landemerkene er stabile. En antar at hippocampus gjennomfgrer dette
ved & sammenlikne den forventede konteksten med den som oppleves na.
Den forventede konteksten refererer til en “informasjonspakke” som reflekter-
er hukommelsen av landemerkene i kjente omgivelser.

I mine resultater ser det ut til at den spatiale konteksten har en stor pavirkn-
ing pa fyringsmgnsteret til stedcellene. I de forsgkene hvor rottene fikk belgn-
ning var fyringsfrekvensen hgyere enn uten belgnning, se avsnitt 5.3.1. Det
er mulig at forandringen i den spatiale konteksten som belgnningen utgjorde
sorget for at rotten ble mer oppmerksom og interessert i omgivelsene. Andre
faktorer som kan vaere en del av den spatiale konteksten i forsgksapparatene
i denne studien er lys, lyd, lukt og farger. Lysintensiteten i de forskjellige
omradene av apparatene var forholdsvis jevn, se figur 2.5. Det er tidligere
vist at rottens aktivitetsniva er hgyere nar det er lyst og rotten har tilgang til
mange synsinntrykk enn i tilsvarende omgivelser uten lys [5]|. Dette ser ikke
ut til & innvirket pa rottens aktivitetsmgnster. Apparatene ble vasket fgr hver
registrering for a eliminere eventuelle olfaktoriske landemerker. Dgren mel-
lom rommet med forsgksapparatene og resten av laboratoriet var alltid lukket
under registreringene for & minimere muligheten for at lyder fra laboratoriet
skulle pavirke rotten. Det kan like vel ha veert en del lyder i forsgksfeltet da
rommet med forsgksapparatene ikke var lydtett.

Den spatial konteksten har, i fglge Jeffery [3, 34|, en mer omfattene pavirkn-
ing pa stedcellenes fyring enn geometrien. Dette er i trad med mine resultater
der belgnningen hadde stgrre innvirkning pa fyringsmgnsteret enn formen pa
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forsgksapparatet. Moita et al har registrert stedceller i hippocampus nar rot-
tene ble utsatt for fryktbetinging [57|. Deres funn bidrar til & underbygge
antagelsene om at hippocampus lagrer kontekst-spesifikk hukommelse under
assosiativ lering. Hippocampus ser ut til & vaere under kontinuerlig reor-
ganisering nar dyrene navigerer rundt i omgivelsene sine. Denne reorganis-
eringen av representasjonene skjer pa grunnlag av endringene i stedcellenes
fyringsmgnster og fyringsfelt. En rekke studier stgtter teoriene om at hip-
pocampus spiller en viktig rolle i forhold til pavirkningen en bestemt spatial
kontekst har. Men hva pavirkningen innebazrer og hvilken effekt den har
pa leering generelt, og pa forkjellige typer hukommelse spesielt, er fremdeles
usikkert [67].

5.3.5 Karakteristiske trekk ved fyringsfeltene

Nar rotten ikke fikk belgnning i firkantet apparat var fyringsfeltenes stgr-
relse mindre. De var ogsad mindre stabile, og hadde en mer sentral plassering
sammenliknet med fyringsfeltene til stedcellene som ble registrert i firkantet
apparat med belgnning. Nar rotten fikk belgnning var feltene bade i rundt
og firkantet apparat lokalisert langs veggene. Fyringsfeltene var stgrre og mer
stabile i begge apparatene nar rotten ble gitt belgnning. I hap om a fa store
og stabile fyringsfelt har det i tidligere studier blitt gitt belgnning. Mine re-
sultater antyder imidlertid at dette kan ha pavirket stedcellenes fyringsmgn-
ster og at stedcellene har karakteristiske egenskaper avhengig av omgivelsene
rotten befinner seg i.

5.3.6 Rottens oppmerksomhet til omgivelsene

Hvis man antar at rottens spatiale hukommelse gjenspeiles i stedcellens fyring-
mgnster, kan hgy fyringsfrekvens og stabile fyringsfelt indikere at rotten har
ansett omgivelsene for a veere interessante og viktige.

I mine resultater kan det se ut til at den nevronale aktiviteten endres i
forhold til rottens oppmerksomhet til omgivelsene. Hos mennesker kreves
det bevissthet for a rekonsolidere deklarativ hukommelse. Derfor er oppgaver
som er basert pa deklarativ hukommelse avhengig av individets oppmerk-
somhet. En hypotese om tilsvarende hukommelse hos rotter der stedcellene
kanskje er en del av den mulige deklarative hukommelsen. Og der stedcellenes
fyringsmgnster kan veere avhengig av rottens bevissthet og oppmerksomhet
til omgivelsene. Belgnningen bidro i denne studien sannsynligvis til at rottens
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oppmerksomhet gkte, dermed gkte ogsa stedcellenes fyringsfrekvens. Det er
mulig at det ikke dannes stabile kognitive representasjoner av omgivelser som
rotten ikke interesserer seg for.

Det er sannsynlig & anta at fyringsmgnsteret til stedcellene reflekterer hva
rotten har forsgkt a huske. Dette kan bety at rottens interesse for omgivelsene
er med pa a styre den spatiale hukommelsen hos rotter.

5.4 Navigasjon hos mennesker

Det er forelgpig noe uklart om modellene for stedskoding og kognitive kart
er overfgrbart til mennesker, eller om human navigasjon drives av andre vi-
suelt baserte mekanismer. Det nevronale grunnlaget for navigasjon hos men-
nesker kan underspkes gjennom fMRI (“functional Magnetic Resonans Imag-
ing”) og PET (“Positron Emission Tomography”). Forspkskandidaten far en
virtuell navigasjonsoppgave der de skal orientere seg i kjente omgivelser ved &
bruke sin interne representasjon av omgivelsene. Den mentale representasjo-
nen bygges opp ved at kandidaten gjentatte ganger har utforsket de aktuelle
omgivelsene. Ekstrgm et. al |21]| har nylig presentert resultater som viser at
det finnes en nevronal koding for navigasjon hos mennesker som er basert pa
nevroner som responderer ved synet av landemerker.

I en studie av Maguire et al [49] ble forsgkskandidatene delt i to grupper
som fikk ulike navigasjonsoppgaver. Den ene fikk en rute-basert oppgave
(definisjon og beskrivelse i avsnitt 1.4, side 14 i introduksjonsdelen), mens
den andre gruppen fikk en kart—basert oppgave. Aktiviteten i hjernen til de to
gruppene ble sammenliknet. Resultatene viste at hgyre hippocampus og ble
aktivert nar kandidatene skulle lgse den kart-baserte navigasjonsoppgaven.
Mens hgyre caudatus nucleus ble aktivert hos de som skulle lgse den rute—
baserte oppgaven. Venstre hippocampus og venstre frontal korteks blir antatt
a veere involvert i den ikke—spatiale delen av navigasjonen. Dette viser en naer
sammenheng i den nevronale utfgrelsen av navigajson mellom mennesker og
andre pattedyr.

Maguire har ogséa gjort liknede studier av drosjesjafgrer i London. [50, 52].
Resultater fra disse viste en markant aktivering av hgyre hippocampus under
den kart—baserte navigasjonsoppgaven. Det ble ogsa vist at drosjesjafgrene
hadde en mer utviklet posterior hippocampus og mindre utviklet anterior hip-
pocampus, enn kontrollgruppen. De navigasjonsrelaterte strukturelle endin-
gene i hippocampus var stgrst hos sjaférene som hadde vaert lengst i yrket.
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Disse funnene stgtter ideen om at den posteriore delen av hippocampus la-
grer den mentale representasjonen av omgivelsene (se avsnitt 1.1.4, side 10
i introduksjonsdelen). Mens den anteriore delen muligens er mer involvert
ved tilegnelse av nye navigasjonsoppgaver. Funnene indikerer muligheten for
lokal plastisitet i hippocampus som fglge av gkt stimulering. Det kan veere
samme mekanismene som ligger bak spatial hukommelse hos mennesker og
rotter. I en studie er det sammenliknet NMDA-reseptor-avhengig LTP i
gyrus dentatus hos mennesker og rotter, og resultater fra denne viser klare
likeheter mellom de to artene |7]. Det er pavist en funksjonell inndeling av
hippocampus hos bade mennesker [52], aper [16], rotter [61] og fugler [15].
Dette indikerer at funn fra forsgksdyrene kan overfgres til mennesker.

5.5 Debatt om hippocampus sin rolle i hukom-
melsen

Det er generelt akseptert at hippocampus hos rotter er involvert i spatial
hukommelse. Det er imidlertid uenighet om hvorvidt prosessering av spa-
tial informasjon er hippocampus sin eneste rolle eller bare en komponent i
en mer omfattende funksjon [19, 71]. Det er sannsynligvis noen artsmessige
forskjeller, og det kompliserer debatten. Stedcellene er uansett et tydelig be-
vis for at spatial representasjon er en viktig oppgave for hippocampus. Det
har lenge vaert en utbredt mening at hippocampus hos gnagere utelukkende
er for spatial representasjon. Eichebaum har vist at en rekke oppgaver basert
pa spatial hukommelse lar seg lgse uavhengig av hippocampus. Represen-
tasjonen som dannes mens rotten lgser oppgaven er mer avgjgrende for hip-
pocampus sin rolle enn om oppgaven er spatial eller ikke-spatial [19]. Videre
har Eichenbaum vist at hippocampus er involvert nar rottene skal lgse ikke-
spatiale oppgaver, som for eksempel er basert pa lukt [105]. Eichenbaum har
konkludert med at O’Keefe og Nadels [74] opprinnelige oppfatning om hip-
pocampus sin rolle i & danne kart basert pa spatiale landemerker bgr utvides,
og har foreslatt at hippocampus er viktig for a etablere relasjoner mellom alle
typer landemerker, bade spatiale og ikke-spatiale. O’Keefe hevder pa sin side
at tankene om hippocampus sin rolle i ikke-spatial hukommelse beror pa en
misforstéaelse [71]. Stedcellene har en rekke egenskaper som feilaktig kan ha
blitt oppfattet som ikke-spatiale nar rottene skal lgse ikke-spatiale oppgaver.
Forskjellige stedceller fyrer i forskjellige omgivelser, sa nar dyret beveger seg
rundt i en strukturert og repetert lgype, vil forskjellige stedceller vaere knyt-
tet til forskjellige aspekter ved omgivelsene. Under slike omstendigeheter vil



74 KAPITTEL 5. DISKUSJON

fyringsmgnsteret til noen “complex spike”—celler vaere knyttet til retningen
rotten kommer fra nar den gar inn i fyringsfeltet. Dette kan gi inntrykk
av at cellens aktivitet er knyttet til atferdsmessige sammenhenger ved a na
et mal. Noen stedceller har et fyringsmgnster som er knyttet til sekundaere
sammenhenger som for eksempel at variasjoner i fyringsraten i fyringsfeltet
er avhengig av farten til rotten i fyringfeltet. En annen type stedcelle som
O’Keefe mener blir mistolket er sakalte “misplace” celler, disse fyrer kun nar
rotten lukter i en bestemt lokalitet. O’Keefe konkluderer med at teorien om
det kognitive kartet er den modellen av hippocampus sin funksjon som er
best spesifisert og har flest eksperimentelle bevis.

5.6 Oppsummering og konklusjon

Resultatene i denne studien er basert pa registreringer fra bare to rotter,
med hovedvekt pa den ene rotten. Det er derfor ikke mulig & trekke noen
konkrete slutninger, men resultatene fra de to rottene gir antydninger om
karakteristiske trekke hos stedcellene som ogsa er vist i tidligere studier. Re-
sultatene hentet fra rotte B14 og P3 antyder at bade formen pa forsgksappa-
ratet og belgnningen innvirket pa stedcellenes fyringsmgnster. Fyringsfeltene
var mest stabile nar rotten fikk belgnning i det firkantede forsgksapparatet.
Belgnningen ga stgrre og mer stabile fyringsfelter. Geometrien til det firkant-
ede forsgksapparatet kan ha stimulert nysgjerrigheten til rotten og motivert
til mer aktivitet. Det ser ut til at dyrets oppmerksomhet medvirker til og
styrker aktiviteten til stedcellene. Mine resultater antyder at rottene viser
omgivelsene stgrst oppmerksomheten i firkantet forsgksapparat med belgn-
ning.

e Rottens aktivitetsniva var hgyere nar den fikk belgnning sammenliknet
med samme forsgksapparat uten belgnning.

e Stedcellenes fyringsfelt var stgrre og mer stabile over tid nar rotten fikk
belgnning.

e Rotten var mer aktiv i det firkantede apparatet enn i det runde.

e Fyringsfelten til stedecellene var stabile over flere sesjoner nar de ble
registrert i firkantet apparat enn i rundt apparat.

e Det distale landemerket kontrollerte stedcellenes fyringsmgnster.

e Det ble i denne studien ikke vist at de proksimale landemerkene hadde
innvikning pa stedcellens fyringsmgnster.
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e Det ble postulert at belgnningen og geometrien til forsgksapparatet
stimulerte rottens interesse for omgivelsene, og dermed gkte den nevronale
aktiviteten til stedcellen.

5.7 Forslag til videre arbeid

Det er gjort fa studier pa rotter som utforsker omgivelsene fritt, uten spatiale
oppgaver. Funnene i denne studien har antydet at belgnning og geometrisk
form kan motivere rotten til & utforske forsgksfeltet, og at dette igjen pavirker
stedcellenes fyringsmgnster. Stedcellene er dermed aktive fordi rotten finner
omgivelsene interessante og fyringsmgnsteret kan vaere drevet av rottens opp-
merksomhet, evntuelt av hva rotten har forsgkt & huske. Dermed vil stedcel-
lene kunne veere mer aktive i omgivelser rotten synes er spennende, enn i
omgivelser som kjeder den. Videre studier med samme eksperimentelle de-
sign kan underbygge, eller alternativt motbevise, en slik stedcelleaktivitet.
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Tillegg A

Datoprotokoll

Dato for ankomst, implantasjon,
testing, registrering og avliving av
rotter som ble brukt i1 laboratorie-
arbeidet.

7
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Tabell A.1: Datoprotokoll for rotter som ble brukt i laboratoriearbeidet.

Rotte Ankomst Implantert Testing Registrering Perforert Avlivet

P1 02.11.00 16.02.01 26.02.01 17.04.01 22.06.01 22.06.01
P2 02.11.00 15.02.01 15.02.01
P3 02.11.00 09.02.01 26.02.01 20.04.01 11.10.01 11.10.01
P4 02.11.00 14.02.01 26.02.01 21.06.01
B1 20.06.01 06.09.01 28.09.01 05.12.01
B2 20.06.01 24.08.01 26.09.01 01.11.01
B3 20.06.01 17.08.01 05.09.01 14.12.01
B4 20.06.01 19.09.01 03.10.01 11.10.01 14.12.01
B5 20.06.01 16.08.01 05.09.01 14.12.01
B6 20.06.01 10.08.01 05.09.01 05.01.02
B7 20.06.01 15.08.01 05.09.01 14.12.01
B8 20.06.01 17.08.01 05.09.01 09.11.01
B9 20.06.01 16.08.01 05.09.01 28.02.02
B10 20.06.01 26.11.01 26.11.01
B11 20.06.01 26.11.01 10.12.01 14.01.02 28.02.02 28.02.02
B12 20.06.01 27.11.01 10.12.01 20.02.02 20.02.02
B13 20.06.01 28.11.01 10.12.01  19.02.02 19.02.02 19.02.02
B14 20.06.01 22.11.01 10.12.01 15.01.02 18.03.02 18.03.02
B15 20.06.01 29.11.01 14.12.01 28.02.02 28.02.02
K1 13.12.01 27.02.02 27.02.02
K2 13.12.01 05.03.02 11.04.02 19.04.02
K3 13.12.01 08.03.02 11.04.02  21.06.02 04.07.02
K4 13.12.01 12.03.02 11.04.02 25.04.02
K5 13.12.01 14.03.02 11.04.02 15.04.02
K6 13.12.01 13.05.02 27.05.02 07.06.02 24.10.02
K7 13.12.01 14.05.02 27.05.02 29.10.02 29.10.02
K8 13.12.01 30.05.02 05.07.02 30.10.02 30.10.02

K9 13.12.01 31.05.02 05.07.02 30.10.02 30.10.02




Tillegg B

Sess—Anal

Analysekriterier og parametre som ble brukt i Sess-anal i denne studien:
CMp - Kartene ble laget i farger.
F1dThrM - Gjennomsnittlig fyringsfrekvens i forsgksfeltet ble beregnet.

F1dThrF 3 - Fyringsfrekvensen i hver piksel i fyringsfeltet var minimum
3x hgyere enn gjennomsnittlig fyringsfrekvens i forsgksfeltet forgvrig.

F1ldMp - Kart over fyringsfelt.
ISIPIt — Det ble laget interspike—intervall histogram.

MnWkSp 4 — Minimum bevegelseshastighet pa fire cm/s. Aksjonspotensia-
lene som ble registrert mens rotten beveget seg saktere enn fire cm/s
ble sortert bort.

MnF1dSz - Feltstgrrelse ble satt til 9 piksler og endret til 5 piksler for
registreringen gjort i firkantet apparat uten belgnning, med proksimale
landemerker.

OAsRpt — Det ble laget rapporter som innhold informasjon om den registr-
erte cellen.

WkO - Walking only. Aksjonspotensialene som ble registrert mens rotten
ikke beveget seg ble sortert bort.
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Tabell B.1: Analysekriterier og parametre som var tilgjengelig i dataprogrammet Sess—

TILLEGG B. SESS-ANAL

Anal.
Kriterier Parametre | Kriterier Parametre | Kriterier Parametre
-AcBn 100,0 -GISpThr 0(cm/s) -PhPIt FALSE
-AcEnTm 500,0(ms) | -GITmThr  0,0(ms) -P1tDrBn 36
-AcPlt FALSE -ISIBn 100 -PItPhBn 36
-AcStTm 0,0(ms) -ISIEnTm  50,0(ms) -PxCIF 4
-AnPr FALSE -ISIPIt FALSE -RdApMp "«
-AnZCl FALSE -ISIStTm 0,0(ms) -RdBkpt o
-BtEVFIO FALSE -KpCl FALSE -RtDrDvRtMp FALSE
-ChRtThr FALSE -MnFI1dSz 9(cm) -RtMp TRUE
-ChSmRtThr FALSE -MnLtDst 2,5(cm) -SmF 0,5
-CIRpt TRUE -MnThSc 40 -SpMp TRUE
-DrDvRtMp  FALSE -MnWkSp 9(cm/s) -StO FALSE
-EIC1 FLASE -MnWvPIt TRUE -ThO FALSE
-ErBrWy TRUE -MpDrBn 8 -TmDvDur 3,0(min)
-EvBgFl "b” -MpPhBn 8 -TmDvRtMp  FALSE
-FIApHI 7e” -MpPxSz 2,5(pt) -TmMp TRUE
-FldMp FALSE -MxLtDst 10,0(cm) -U2KM FALSE
-F1dThr 1,0(spk/s) | -MnxNThSc 3 -WkO FALSE
_FIdThrF 1 _NthO FALSE “WtApMp FALSE
-FIdThrM FALSE -OAsRpt FALSE -WtAsMp FALSE
-FIdThrSD FALSE -OPr FALSE -WtAsSmF1 FALSE
_GIRtThr  0,0(spk/s) |-OPs TRUE “WtAsSmMp  FALSE
-GISmRtThr 0,1(spk/s) | -PhDvRtMp FALSE -WtBkpt o
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Cell Report for Session b14v2/B14f0416-01p.cut

General Information:

Session Date: Friday, January 18, 2002
Session Time: 1:10 pm
Session Description: el. 8,7,6,4,9,109 1r>275 4.reg i felt

Cells Analyzed: 1
Probes Analyzed: 0

Session Duration (minutes): 10.7
Detected Time (minutes): 10.6
Good Detects (%): 99.7

Apparatus Size (pixels): 1776

Apparatus Cenfer (x, y): (38, 25)

Apparatus Borders: Left: 16Right: 61
Top: OBottom: 51

Options: Filter Data for Time Between Event Flags Only: false
Filter Data for Non-theta Only: false
Filter Data for Theta Only: false
Filter Data for Non-movement Only: false
Filter Data for Walking Only: true
Read Breakpoints from a File: false
Write Breakpoints to a File: false
Read Apparatus Map from a File: false
Write Apparatus Map to a File: false

Parameters: Time Threshold (seconds): 0.000001
Speed Threshold (cm/second): O
Position Sampling Frequency (Hz): 50.0
Maximum Non-theta Score: 25
Minimum Theta Score: 40
Maximum Still Speed (cm/second): 3
Minimum Walking Speed (cm/second): 4
Pixel Collapse Factor: 4.0
Breakpoints Read from File:
Breakpoints Written to File:
Apparatus Map Read from File:
Apparatus Map Written to File:
Event Begin Flag: b
Event End Flag: e
Minimum Inter-LED distance (cm): 2.5
Maximum Inter-LED distance (cm): 10.0
Tracker Pixel Collapse Factor: 4.0
Smoothed Map Smoothing Factor: 0.500

Probe 0, Cluster 1

Grand Rate (spikes/second): 1.1563

Rate Threshold (spikes/second): 0.000001

Smoothed Rate Threshold (spikes/second): 0.100000
Rate/Time Map Correlation: 0.022

Rate/Time Map Correlation Statistics: z = 0.871, p = 0.384
Rate Map Coherence: 0.052

Rate Map Coherence Statistics: z = 2.034, p = 0.042

Total Spikes: 737
Detected Spikes: 735
Good Spikes (%): 99.7

Number of Fields: 2

Field Number: 1 2
Grand Rate (spikes/second): 6.2 8.1
Center Rate (spikes/second): 8.9 12.5
Center (x, y): (36, 43) (80, 21)
Total Pixels: 5 5

Field size (% of apparatfus): 0.3 0.3
Total Spikes: 20 6

Total Time (minutes): 0.1 0.0
Spatial selectivity: 7.9 11.2

Out of Field Rate (spikes/second): 1.119
Out of Field Pixels: 1509

Out of Field Spikes: 709

Out of Field Time (minutes): 10.6

Wednesday April 2, 2003 - 7:53:35 pm (CEST)

Figur B.1: Rapport fra registrering av rotte B14 i fjerde sesjon i firkantet apparat uten
belgnning, med proksimale landemerker.
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Cell Report for Session b14v2/B14r0216-01p.cut

General Information:

Session Date: Monday, January 21, 2002
Session Time: 12:56 am

Session Description: reg. 3, 8, 5, 78, 9, 109, 1250
Cells Analyzed: 2

Probes Analyzed: 0

Session Duration (minutes): 14.0
Detected Time (minutes): 13.9
Good Detects (%): 99.8

Apparatus Size (pixels): 1255
Apparatus Center (x, y): (37, 26)
Apparatus Borders:

Left: 19Right: 56

Top: 5Bottom: 47

Options:

Filter Data for Time Between Event Flags Only: false

Filtter Data for Non-theta Only: false

Filter Data for Theta Only: false

Filter Data for Non-movement Only: false
Filter Data for Walking Only: true

Read Breakpoints from a File: false

Write Breakpoints fo a File: false

Read Apparatus Map from a File: false
Write Apparatus Map fo a File: false

Parameters:

Time Threshold (seconds): 0.000001

Speed Threshold (cm/second): 0
Position Sampling Frequency (Hz): 50.0
Maximum Non-theta Score: 25
Minimum Theta Score: 40

Maximum Still Speed (cm/second): 3
Minimum Walking Speed (cm/second): 4
Pixel Collapse Factor: 4.0

Breakpoints Read from File:

Breakpoints Written to File:

Apparatus Map Read from File:
Apparatus Map Written to File:

Event Begin Flag: b

Event End Flag:

e

Minimum Inter-LED distance (cm): 2.5
Maximum Inter-LED distance (cm): 10.0
Tracker Pixel Collapse Factor: 4.0
Smoothed Map Smoothing Factor: 0.500

Probe 0O, Cluster 1

Grand Rate (spikes/second): 4.571

Rate Threshold (spikes/second): 0.000001

Smoothed Rate Threshold (spikes/second): 0.100000

Rate/Time Map Correlation: -0.028

Rate/Time Map Correlation Statistics: z = -1.001, p = 0.317

Rate Map Coherence: 0.789

Rate Map Coherence Statistics: z = 37.603, p = 0.000

Total Spikes: 3829
Detected Spikes: 3824
Good Spikes (%): 99.9

Number of Fields: 2

Field Number: 1
Grand Rate (spikes/second): 24.7
Center Rate (spikes/second): 40.6

Center (x, y): (61, 31)
Total Pixels: 78
Field size (% of apparatus). 6.2
Total Spikes: 938
Total Time (minutes): 0.6
Spatial selectivity: 14.9

Out of Field Rate (spikes/second): 2.722
Out of Field Pixels: 1117

Out of Field Spikes: 2053

Out of Field Time (minutes): 12.6

Tuesday April 1, 2003 - 11:43:36 am (CEST)

Figur
belgnning.

18.9
27.0
(36, 40)
45

3.6

833

0.7

9.9

B.2: Rapport fra registrering av rotte B14 i andre sesjon i rundt apparat med
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Cell Report for Session b14v2/B14S0516-01p.cut

General Information:

Session Date: Thursday, February 14, 2002
Session Time: 2:35 pm
Session Description: el: 2,8,5,7,3,9 tr>250. 5.reg med mat

Cells Analyzed: 1
Probes Analyzed: 0

Session Duration (minutes): 14.3
Detected Time (minutes): 14.2
Good Detects (%): 99.2

Apparatus Size (pixels): 2150

Apparatus Center (x, y): (39, 26)

Apparatus Borders: Left: 17Right: 61
Top: OBottom: 52

Options: Filter Data for Time Between Event Flags Only: false
Filter Data for Non-theta Only: false
Filter Data for Theta Only: false
Filter Data for Non-movement Only: false
Filter Data for Walking Only: frue
Read Breakpoints from a File: false
Write Breakpoints to a File: false
Read Apparatus Map from a File: false
Write Apparatus Map to a File: false

Parameters: Time Threshold (seconds): 0.000001
Speed Threshold (cm/second): 0
Position Sampling Frequency (Hz): 50.0
Maximum Non-theta Score: 25
Minimum Theta Score: 40
Maximum Still Speed (cm/second): 3
Minimum Walking Speed (cm/second): 4
Pixel Collapse Factor: 4.0
Breakpoints Read from File:
Breakpoints Written fo File:
Apparatus Map Read from File:
Apparatus Map Written to File:
Event Begin Flag: b
Event End Flag: e
Minimum Infer-LED distance (cm): 2.5
Maximum Inter-LED distance (cm): 10.0
Tracker Pixel Collapse Factor: 4.0
Smoothed Map Smoothing Factor: 0.500

Probe 2, Cluster 1

Grand Rate (spikes/second): 0.865

Rate Threshold (spikes/second): 0.000001

Smoothed Rate Threshold (spikes/second): 0.100000
Rate/Time Map Correlation: 0.069

Rate/Time Map Correlation Statistics: z = 2.958, p = 0.003
Rate Map Coherence: nan

Rate Map Coherence Statistics: z = nan, p = nan

Total Spikes: 743
Detected Spikes: 726
Good Spikes (%): 97.7

Number of Fields: 2

Field Number: 1 2
Grand Rate (spikes/second): 9.6 8.3
Center Rate (spikes/second). 17.1 12.1
Center (x, y): (60, 47) (19. 8)
Total Pixels: 42 9
Field size (% of apparatus): 2.0 0.4
Total Spikes: 447 30
Total Time (minutes): 0.8 0.1
Spatial selectivity: 55.0 38.9

Out of Field Rate (spikes/second): 0.311
Out of Field Pixels: 1771

Out of Field Spikes: 249

Out of Field Time (minutes): 13.4

Tuesday April 1, 2003 - 11:43:21 am (CEST)

Figur B.3: Rapport fra registrering av rotte B14 i femte sesjon i firkantet apparat med
belgnning.
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