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Raziskovali smo elektrofizioloski odziv vohalnega organa ameriskega somica (Ameiurus
melas) na aminokisline. Pred draZzenjem so bile vohalne celice bodisi spontano aktivne
bodisi neaktivne. V vecini predhodnih raziskav so raziskovalci nasli le spontano aktivne
vohalne celice, ki so se na aminokisline ve¢inoma odzvale s supresijo, le nekaj teh celic se
je na aminokisline odzvalo z ekscitacijo. Vecina spontano aktivnih vohalnih celic se na
aminokisline ni odzivala ponovljivo. Da bi z elektrodo nasli spontano neaktivne vohalne
celice, ki se odzivajo na aminokisline, smo poskuse naredili v visoko preciS¢eni vodi
(VPV, R>18.2MQcm), v kateri lahko le malo elektrinine ste¢e mimo snemalne elektrode.
Stiriinstirideset vohalnih celic smo testirali z devetimi 10*M aminokislinami in 10”M L-
Pro. Priblizno tretjina vohalnih celic so bili specialisti, ki so se odzivali bodisi na L-nVal
(N=7), bodisi na L-Met (N=4) ali na L-Ala (N=2). Sedemnajst vohalnih celic se je odzivalo
na aminokislini L-Met in L-nVal. Vse vohalne celice, ki so se odzivale na 3-6 aminokislin
(N=9), so se najbolj odzivale na eno od aminokislin. Le §tiri od 44 vohalnih celic se je
priblizno enako odzivalo na dve aminokislini. Pri 21 L-nVal ob¢cutljivih vohalnih celicah
smo izmerili koncentracijsko odvisnost odzivov v razponu koncentracij 10*M — 10*M.
Odzivi celic na aminokisline so bili tonicni (N=9 celic) ali fazi¢no-toni¢ni (N=12 celic).
Frekvence akcijskih potencialov med toni¢nimi odzivi so saturirale pri koncentracijah, ki
so bile ~10x vecje od vzdraznostnega praga celice. Med fazi¢nimi odzivi frekvence
akcijskih potencialov niso saturirale. Elektroolfaktogram (EOG) smo snemali isto¢asno z
odzivi posameznih vohalnih celic. V VPV je vecina aminokislin izzvala enake relativne
amplitude EOG kot v vodovodni vodi. Da bi testirali Ottosonovo hipotezo (1971), da je
EOG sestevek receptorskih potencialov vohalnih celic, smo izracunali hipoteticne EOG
krivulje iz Stevil vohalnih celic, aktiviranih pri razlicnih koncentracijah L-nVal.
Rekrutacija vohalnih celic je sledila predvidenemu EOG. Stevilo aktiviranih vohalnih celic
je mocno koreliralo z relativnimi amplitudami EOG za (A) razli¢ne aminokisline pri enakih
koncentracijah in za (B) razli¢ne koncentracije L-nVal kar podpira Ottosonovo hipotezo
(1971).
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We investigated electrophysiological responses of olfactory organs of black bullhead
catfish (Ameiurus melas) to amino acids. Prior to stimulation, the olfactory receptor
neurons (ORNs) were either spontaneously active or inactive. In most of the previous
studies investigators were finding only spontaneously active ORNs that mostly responded
to amino acids with suppression, few of these ORNs responded to amino acids with
excitation. Responses to amino acid stimuli in spontaneously active ORN were
inconsistent. To find with the electrode the spontaneously inactive ORNs that respond to
amino acid stimuli we conducted experiments in highly purified water (HPW,
R>18.2MQcm) which produced little shunting of electrophysiological signals. We tested
44 ORNs with nine 10*M amino acids and with 10°M L-Pro. A third of the ORNs were
specialist cells responding to L-nVal (N=7), L-Met (N=4) or L-Ala (N=2) only. Seventeen
ORNSs responded to two amino acid stimuli, L-Met and L-nVal. All ORNs responding to 3-
6 amino acids (N=9) responded most to one of the amino acids. Only four of 44 ORNs
responded equally well to two effective amino acid stimuli. In 21 L-nVal sensitive ORNs
we measured dose-dependence of the cells response in the concentration range from 10°M
to 10*M. ORNs responses to amino acids were either tonic (N=9 ORNSs) or phasic-tonic
(N=12 ORNSs). Action potential frequencies in the tonic responses saturated at
concentrations ~10 fold above the neuron’s threshold. During phasic responses the action
potential frequencies did not saturate. Electroolfactogram (EOG) was recorded in parallel
with single unit activities. In HPW most amino acids evoked relative EOG amplitudes that
were equal to those in the tap water. To test the Ottoson's hypothesis (1971) that EOG is
the sum of ORNSs receptor potentials we calculated the hypothetical EOG curves from the
number of ORNSs activated at different L-nVal concentrations. The ORNs recruitment
closely followed EOG predictions. The numbers of activated ORNs correlated highly with
the relative EOG amplitudes for (A) different amino acids at the same concentration and

(B) for different L-nVal concentrations which is in favor of the Ottoson’s hypothesis
(1971).
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1 UVOD

Vretencarji zaznavajo kemi¢ne snovi z organom za voh in organom za okus. Pri kopenskih
vretencarjih hlapne vonjave zaznava organ za voh, medtem ko kemicne snovi, raztopljene
v vodi, zaznava organ za okus. Filogenetsko najstarejSi vretencarji, ribe, zaznavajo z
obema organoma kemicne drazljaje raztopljene v vodi. Okusalni brstic¢i na kozi, brkih in v
ustih posredujejo reflekse: obracanje, Savsanje in grizenje hrane, medtem ko zaznava
vohalnih drazljajev z vohalnim organom omogoca ucenje vonjav (Valentin¢i¢ s sod.,

1994).

1.1 MORFOLOSKA IN HISTOLOSKA ZGRADBA VOHALNEGA ORGANA

Parni vohalni organi rib lezijo v nosnih votlinah, ki so pri kostnicah na zgornji strani glave,
dostop do nosne votline omogocata vstopna in izstopna nosnica. Nos sestavljajo vohalne
lamele, ki so pri ameriSkem somicu peresaste oblike, lamele v vohalni rozeti so namescene
pravokotno na osrednjo os, imenovano rafa. Rozeta somicev vsebuje 12-15 parov lamel.
Zunanji del lamel prekriva necutilni epitel s kinocilijami, gibanje cilij celic ustvarja vodni
tok ob lamelah (Caprio in Raderman-Little, 1978; Cancalon, 1978). Le majhen del lamel
ob rafi prekriva cutilni epitel, ta tvori pri kanalskem somicu enotno podrocje in je Siroko
~25um ter visoko ~50 um. Cutilni epitel, ki je pri kanalskem somiéu debel 50pum (Caprio
in Raderman-Little, 1978), sestavljajo bazalne, podporne, Zlezne in vohalne celice. Majhne
bazalne celice lezijo ob bazalni lamini epitela, iz njih nastajajo nove vohalne, Zlezne in
podporne celice. Enoceli¢ne zlezne celice izlocajo na povrsino epitela sluz, sestavljeno iz
glikoproteinov in vode (Pelosi, 1996). Sluz ima vlogo zas€ite, pri kopenskih vretencarjih
sluz prepreci izsusevanje epitela. Debelina plasti sluzi pri ribah je <4um (Yamamoto,
1982). Sluz vsebuje vohalne vezavne proteine, na katere se vezejo nekatere vonjave,
njihova vloga je delno znana (Pelosi, 1996). Podporne celice so cilindri¢ne oblike,
raztezajo se od bazalne lamine do povrsine epitela in imajo podporno vlogo. Vohalne in
podporne celice tvorijo na meji med zunanjostjo (sluzjo) in notranjostjo (medceli¢ni

prostor) tesne stike (angl. tight junctions) (Suzuki, 1982).
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Vohalne celice so majhni bipolarni nevroni, ki jih morfoloSko razvr§¢amo v tri tipe:
ciliarne, mikrovilarne in kriptne vohalne celice (Morita in Finger, 1998; Hansen in Zeiske,
1998). Pri podganah ciliarne celice sestavljajo glavni vohalni organ, medtem ko so
mikrovilarne celice del vomeronazalnega organa. Pri ribah vomeronazalnega organa ni,
vohalni epitel sestavljajo ciliarne in mikrovilarne celice (Laberge in Hara, 2001). Ciliarne
celice imajo telesa ob bazalni lamini, na povrsino epitela sega dendrit z gumbom podobno
strukturo, iz katere izrascajo cilije. Pri kanalskem somicu je cilij 5-8, njihova dolzina je 5-
8um (Cancalon, 1983). V cilijah so mikrotubuli, organizirani v strukturo s 9 perifernimi in
1 centralnim parom (Hansen in Zeiske, 1998). Dineinskih rok v strukturi cilij ni, cilije so
negibljive. Mikrovilarne celice imajo telesa v drugi tretjini debeline epitela, na apikalnem
delu dendrita izras¢ajo mikrovili. Pri kanalskem somicu je mikrovilov 20-50, njihova
dolzina je <5um (Cancalon, 1983). Kroglaste kriptne celice lezijo pod povrsino epitela in

imajo cilije in mikrovile (Hansen s sod., 2003).

Cilije in mikrovili vohalnih celic lezijo v plasti sluzi, ki prekriva vohalni epitel. Aksoni
vohalnih celic predrejo bazalno lamino in sitasto kost ter tvorijo sinapse z mitralnimi

celicami v glomerularnem obmocju vohalnega bulbusa (Satou, 1990).

1.2 RECEPTORSKI PROTEINI

Vohalni receptorski proteini so vsajene v membrano cilij in mikrovilov. Genski zapis za
mozne transmembranske proteine, ki se nahajajo le v vohalnem epitelu, sta opisala Buck in
Axel (1991) pri glodalcih. Receptorski proteini spadajo v veliko skupino receptorjev, na
katere so vezani G-proteini. Receptor ima sedem transmembranskih podrocij z zgradbo a-
heliksa, ki tvori zunanje in notranje variabilne segmente. Tretji, Cetrti in sedmi segmenti
najverjetneje vezejo vonjave (Lancet in Ben-Arie, 1993; Ngai s sod., 1993). Vezavno

mesto za G-proteine je na citoplazemski strani membrane.

Geni za vohalne receptorje spadajo v eno druzino genov, pri miSkah je domnevnih genov v

tej druzini ~1000 (Buck in Axel, 1991; Mombaerts, 1999; Zhang in Firestein, 2002). Pri
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ribah je le 100 domnevnih receptorskih genov (Ngai s sod., 1993; Alioto in Ngai, 2005).
Molekularno bioloske raziskave pri glodalcih kazejo, da ena vohalna celica izraZa enega ali
nekaj receptorjev (Mombaerts, 2004; Mombaerts s sod., 1996; Tsuboi s sod., 1999; Bozza
s sod., 2002; Rawson s sod., 2000). Pri cebricah vecina vohalnih celic izraza en receptor, le

manjsi del celic izraza dva receptorja (Sato s sod., 2007).

Na en receptor se lahko veze veC vonjav in ista vonjava se lahko veze na vec€ receptorjev
(Malnic s sod., 1999). Pri miskah in podganah imajo receptorji veliko afiniteto za najvec
eno vonjavo, snovi, ki imajo tej vonjavi podobno kemicno strukturo, se vezejo na isti
receptor Sibkeje (Zhao s sod., 1998; Malnic s sod., 1999; Araneda s sod., 2000; Abafty s
sod., 2006). Pri ribah je malo raziskav vezavne afinitete receptorjev za vonjave. Pri zlati
ribici ima receptor, na katerega se vezejo bazicne aminokisline, enako afiniteto za

aminokislini lizin in arginin (Speca s sod., 1999).

1.3 TRANSDUKCIJSKI MEHANIZMI VOHALNEGA ODZIVA

Najbolje sta poznana transdukcijska mehanizma vohalnega odziva pri miskah in podganah.
Vezava vonjave na receptorje sprozi verigo dogodkov, med katero nastajajo sekundarni
posredniki, kot sta cikli¢ni adenozin monofosfat (¢cAMP) in inozitol trifosfat (IP3) (Schild
in Restrepo, 1998; Gold, 1999; Nakamura, 2000; Firestein, 2001). Vezava liganda na
ustrezen receptor aktivira G-protein (Belluscio s sod., 1998). G-protein aktivira adenilat
ciklazo (Wong s sod., 2000; Sklar s sod., 1986), ki katalizira nastanek cAMP. Povisana
koncentracija cAMP sprozi odpiranje ionskih kanal¢kov (Dhallan s sod., 1990: Brunet s
sod., 1996; Kurahashi in Kaneko, 1991). Ti kanalcki se nahajajo pri podganah in miskah na
membrani cilij in mikrovilov (Leinders-Zufall s sod., 1998; Firestein, 2001) in so zgrajeni
iz treh podenot (Bonigk s sod., 1999). Skozi kanalcke, ki ionsko niso selektivni, prehajajo
Na" in Ca"™ (Leinders-Zufall s sod., 1997; Nakamura in Gold, 1987). Povisana celicna
koncentracija Ca™ povzro¢i odpiranje od Ca’ odvisnih C1 kanalkov. Prehod Cl iz celice
skozi Cl” kanalcke dodaja k depolarizaciji celice (Kurahashi in Yau, 1993; Delay s sod.,
1997; Hallani s sod., 1998; Kaneko s sod., 2004; Reuter s sod., 1998). Depolarizacija

eqee e . . v . . + . . v .
membrane cilij in mikrovilov sprozi odpiranje Na napetostno odvisnih kanalckov in
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nastanek akcijskih potencialov na somi in dendritu (Getchell, 1973; Dubin in Dionne,

1994) ter na zacetnem delu aksona (Getchell, 1973).

Ca"" ioni so pomembni med adaptacijo odziva celic. Zaradi prehajanja Ca"" skozi
kanal¢ke, ki so odvisni od cAMP, povisana celi¢na koncentracija Ca’ zniza obcutljivost
teh kanalckov za cAMP, pri tem mehanizmu negativne povratne zanke najverjetneje
sodeluje kalmodulin (Kurahashi in Menini, 1997; Kramer in Siegelbaum, 1992). Drugi
mehanizem fizioloske adaptacije vkljucuje proteine, ki znizujejo ucinkovitost adenilat
ciklaze (protein RGS) (Sinnarajah s sod., 2001). Najverjetneje pri adaptaciji signala
sodelujejo tudi kinaze, ki fosforilirajo receptorje, in arestin (Schleicher s sod., 1993;
Dawson s sod., 1993). Pri ribah najverjetneje sodelujejo pri adaptaciji tudi od Ca™ odvisni

K" kanali (Yamamoto, 1982).

V vohalnih celicah sesalcev najverjetneje deluje tudi druga transdukecijska pot, ki vkljucuje
IP; (Schild in Restrepo, 1998). Vloga te poti ni znana. Sodelujejo G-proteini (Dellacorte s
sod., 1996), ki aktivirajo membranski encim fosfolipazo, ki katalizira nastanek IP; iz
fosfatidilinozitol difosfata (PIP;). IPs; v vohalnih celicah podgan povzroci odpiranje

neselektivnih kationskih kanal¢kov (Lischka s sod., 1999) in depolarizacijo membran.

Pri rakih vkljucujejo transdukcijske poti tako cAMP kot IP; (Boekhoff s sod., 1994).
Povecana koncentracija IPs v citoplazmi aktivira v membrani kalcijeve selektivne kanalcke
ali kationsko neselektivne kanalCke, vdor ionov celico in depolarizacijo celice (Fadool in
Ache, 1992). cAMP sprozi odpiranje od cAMP odvisnih K* kanal¢kov, uhajanje K' iz
celice pa celico hiperpolarizira (Hatt in Ache, 1994).

Pri ribah vkljucujejo transdukcijske poti cAMP in IP;. Aminokisline sprozijo nastanek
obeh posrednikov, cAMP (Bruch in Teeter, 1990) in IP; (Restrepo s sod., 1993). cAMP
sprozi odpiranje kationskih neselektivnih kanalckov (Bruch in Teeter, 1990) in
depolarizacijo membrane celice. Depolarizacijo sprozi tudi IPs;, ki povzroc¢i dvig
koncentracije Ca™" v citoplazmi (Miyamoto s sod., 1992; Cadiou s sod., 2000). Mehanizem

nastanka hiperpolarizacije membrane receptorskih celic rib ni pojasnjen.
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1.4 ZGRADBA VOHALNEGA BULBUSA

Vohalni bulbus sestavljajo Stiri plasti, ki so pri ribah manj ocitne kot pri sesalcih (Satou,
1990). Povrsinsko plast tvorijo aksoni vohalnih celic, pod njo lezi plast glomerulov. Pri
sesalcih so glomeruli kroglasti prepleti zivénih koncicev, ki jih obdajajo telesa astrocitov in
periglomerularnih celic (Pinching in Powell, 1971), pri ribah je vecina glomerulov
kroglaste oblike, nekaj glomerulov pa tvori glomerularne preplete (Baier in Korsching,
1994). Pri glodalcih konvergirajo aksoni vohalnih celic, ki izraZajo en receptor, v en ali
nekaj sosednjih glomerulov (Ressler s sod., 1994; Vassar s sod., 1994; Mombaerts s sod.,
1996), pri cebricah pa v en preplet glomerulov (Sato s sod, 2007). Aksoni vohalnih celic
tvorijo sinapse z dendriti celic ovratnicark (angl. mitral cells), telesa celic ovratnicark
lezijo v plasti pod glomeruli. Tu so tudi telesa ¢opastih celic (angl. ruffed cells) (Kosaka in
Hama, 1980; Alonso s sod., 1987). Zrnate (granularne) celice imajo telesa v notranji
celi¢ni plasti, njihovi dendriti tvorijo reciprocne sinapse z dendriti ob aksonu ovratnicark
(Satou, 1990; Taniguchi in Kaba, 2001; Egger s sod., 2005). Celice ovratnicarke in ¢opaste

celice zdruzijo aksone v vohalnem traktu, ki izstopa iz bulbusa.

1.5 ELEKTROOLFAKTOGRAM IN ODZIVI VOHALNIH CELIC

Elektroolfaktogram (EOG) (Ottoson, 1971; Getchell, 1974; Knecht in Hummel, 2004)
izmerimo z elektrodo nad vohalnim epitelom, sprememba potenciala med elektrodami je
po drazenju z aminokislinami negativna. EOG sestavljata hiter fazi¢ni odziv in po¢asno
vracanje signala na raven pred zacetkom drazenja. Najbolj natan¢no lahko izmerimo EOG
vodnih vretencCarjev, pri katerih postavimo elektrodo v vodo priblizno 1 milimeter nad
vohalni epitel (Caprio, 1978; Michel in Lubomudrov, 1995). Razlicne aminokisline

sprozijo razlicne amplitude EOG odzivov.

Ottoson (1971) utemeljuje, da je EOG vsota receptorskih potencialov vohalnih celic,

receptorski potenciali celic se seStevajo v EOG odziv. Neposrednih dokazov, da se odzivi
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vohalnih celic seStevajo v amplitudo EOG odziva, ni bilo. Pri podganah je del celic, ki se
odzove na drazenje z vonjavami, spontano aktivnih (Duchamp-Viret s sod., 1999;
Duchamp-Viret s sod., 2000), isto velja za zabe (Revial s sod., 1982; Duchamp 1982;
Sicard in Holley, 1984) in ribe (Kang in Caprio, 1995; Koce, 1999; Friedrich in Laurent,
2001, 2004). Na drazenje se celice odzivajo s poveCanjem (ekscitacija) ali z zmanjSanjem
(supresija) frekvence akcijskih potencialov. Pri kanalskem in ameriSkem somicu se je
ve€ina celic na drazenje z aminokislinami odzvalo s supresijo (Kang in Caprio, 1995;

Koce, 1999), pri cebricah pa z ekscitacijo (Friedrich in Laurent, 2001, 2004).

Na kemic¢no draZenje se odzovejo tudi vohalne celice, ki pred drazenjem niso spontano
aktivne. Tak$nih odzivov celic je opisanih malo, opazili so jih pri celicah rib (Dolensek,
2002, Miklave, 2003), dvozivk (Getchell, 1973; Dione, 1992; Trotier in Macleod, 1983) in
plazilcev (Mathews, 1972).
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2 NAMEN DELA

Ottoson (1971) je EOG odziv opisal kot sumari¢en odziv vohalnih celic na draZenje z
vonjavami. Neposrednih eksperimentalnih podatkov, da se odzivi vohalnih celic seStevajo
v amplitudo EOG odziva in s tem potrditve Ottosonove hipoteze, ni bilo. Pri ribah so bile
raziskave zadnjih 10 let usmerjene v odzive spontano aktivnih celic, ki se na aminokisline
odzovejo s supresijo ali ekscitacijo (Kang in Caprio, 1995; Kang in Caprio, 1997; Koce,
1999; Miklave, 2003). Vecina teh celic se na aminokisline odzove s supresijo spontane
aktivnosti, ki v veéini primerov ni ponovljiva. Stevila spontano aktivnih celic, ki so se
odzvala na aminokisline s supresijo, niso korelirala z relativno amplitudo EOG. Manj kot
3% spontano aktivnih celic se je na aminokisline odzvalo z ponovljivo koncentracijsko
odvisno ekscitacijo. To nakazuje, da odzivi spontano aktivnih celic ne kodirajo
aminokislin, najverjetneje ti odzivi predstavljajo Sum v vohalnem sistemu (Valentin¢i¢ s

sod., 2005). Kako vohalne celice kodirajo aminokisline?

V zacetni fazi raziskave nas je zanimalo, ali je vohalni organ somicev elektrofizioloSko
funkcionalen v vodi z izredno majhno koncentracijo ionov. Raziskovalci (Kurahashi in
Yau, 1994; Nakamura in Gold, 1987; Leinders-Zufall s sod., 1998; Firestein, 2001) so
namre¢ mnenja, da so na cilijah in mikrovilih celic ionski kanalcki, ki omogocajo
spremembe receptorskega potenciala. Pri ribah je to sporno, saj difuzija zelo hitro izenaci
koncentracije ionov v sluzi (Jacobs, 1967), v kateri so cilije in mikrovili, s koncentracijo
ionov v vodi. V naravi vsebnost ionov v vodi ni stalna, spremembe koncentracije ionov v

vodi ne bi omogocala stabilnega delovanja vohalnega organa.

Zato smo vohalni organ oblivali z visoko prec¢is¢eno vodo (VPV) in iskali odzive vohalnih
celic na raztopine aminokislin. Med iskanjem elektrofizioloSkih odzivov celic v VPV smo
opazili, da veliko celic, ki se odzove na aminokisline, pred drazenjem ni spontano aktivnih.
Na drazenje so se te celice odzvale z vecjim Stevilom akcijskih potencialov, odzivi so bili
ponovljivi in koncentracijsko odvisni. To nas je navedlo do vpraSanja, ali spontano
neaktivne vohalne celice kodirajo aminokisline. Da bi odgovorili na to vprasanje, smo

drazili vohalne celice v VPV z desetimi aminokislinami. Dolocili smo koncentracijsko
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odvisnost odzivov vohalnih celic na zelo uéinkoviti aminokislini L-nVal in L-Met.

Vzporedno smo merili EOG odzive na aminokisline.

V naslednjem koraku smo preverili hipotezo (Ottoson, 1971), da se receptorski potenciali
spontano neaktivnih vohalnih celic sestejejo v EOG. Zato smo korelirali Stevila spontano
neaktivnih vohalnih celic, ki so se odzvala na drazenje z aminokislinami, z relativnimi

amplitudami EOG med draZenjem z istimi aminokislinami.
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 VZDRZEVANIE IN PRIPRAVA ZIVALI

Ameriske somiCe (Ameiurus melas) smo dobili iz jezera blizu Maribora. Skupine 100 rib
smo vzdrZzevali v prezraceni vodovodni vodi v 500 litrskih polietilenskih bazenih pri 14-
20°C. Nekaj tednov pred poskusi smo posamezne ribe prenesli v akvarije, ki smo jih
vzdrzevali pri 20-25°C in 12-12 urnem dnevno-no¢nem ritmu. Ribe (50-196g) smo
anestezirali v 1:5000 raztopini etil 3-aminobenzoat metansulfonata (MS-222, Fluka) in
imobilizirali z vbrizganjem galamin trietiljodida v miSico (Flaxedil, 0.38mg na 100g teze,
Aldrich). Ribo smo ovili v moker papirnat robcek in polozili v posodo iz Plexi-stekla.
Glavo ribe smo pritrdili s plastiénimi palicami. Skrge smo izpirali s prezraéeno vodovodno
vodo, ki je vsebovala MS-222 s pomocjo vili¢astih cevk, ki smo jih potisnili pod $krzna
poklopca. KirurSko smo odstranili koZo in kosti nad vohalno votlino in izpostavili vohalno

rozeto.

3.2 DRAZLIJAJI

Vohalne celice smo drazili z raztopinami desetih aminokislin, raztopljenih v visoko
precisceni vodi (VPV, R>18.2 MQcm, Milli-Q185, Millipore): L-alanin (L-Ala, A), L-
serin (L-Ser, S), L-metionin (L-Met, M), L-leucin (L-Leu, L), L-izolevcin (L-Ile, I), L-
valin (L-Val, V), L-norvalin (L-nVal, n), L-arginin hidroklorid (L-ArgHCI, R), L-lizin
hidroklorid (L-LysHCI, K) in L-prolin (L-Pro, P). Razen s posameznimi aminokislinami
smo vohalne celice drazili tudi z (A) ekvimolarnimi zmesmi vseh 10 aminokislin ali (B)
samo tistih aminokislin, ki so bile uinkovite pri posamezni celici. Koncentracija
posameznih aminokislin in aminokislin v zmeseh, ki smo jo vbrizgali v sistem za draZenje,
je bila 10*M razen L-Pro, kjer smo uporabili vi§jo koncentracijo aminokisline (10>M).
Koncentracijsko odvisnost odzivov vohalnih celic smo merili tako, da smo korakoma (10x

red¢enja) manjsali koncentracijo uinkovitega drazljaja do koncentracije, pri kateri se
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celica ni odzvala na draZenje. Raztopine aminokislin smo pripravili v 10ml polistirenskih
lon¢kih (VWR International) <1 uro pred zagetkom poskusa. pH vrednosti 10”M raztopin
aminokislin, vklju¢no z L-ArgHCI in L-LysHCI, so bile enake pH vrednosti same VPV
(4.1 do 4.9). Aminokisline najvecje dostopne Cistosti (>99%) smo kupili pri podjetjih
Fluka Chemie AG, Svica (L-Ala, L-Leu, I-Ile in L-Pro), Sigma-Aldrich Inc., ZDA (L-Ser,
L-Met, L-Val, L-nVal in L-ArgHCI) ter BDH Chemicals Ltd., Anglija (L-LysHCI).

3.3 DRAZENJE VOHALNEGA EPITELA

Izpostavljeni vohalni epitel smo nenehno oblivali z VPV, pretok vode skozi nosno votline
je bil ~18ml/min. VPV vsebuje majhne koncentracije ionov (preglednica 1), koncentracije
natrijevih, kalijevih, kalcijevih in magnezijevih ionov so priblizno 1000x manjSe kot
koncentracije teh ionov v umetni jezerski vodi (King in Preston, 1977; Marsot in Couillard,
1979; Christiansen in Marshall, 1965). V VPV smo izmerili naslednje koncentracije ionov:
Na'" 7+2pg/l, K 50+5ug/l, Ca** 5+2pug/l in Mg*™ 0,5+0,1pg/l. Ob vstopu v nosno votlino
so bile koncentracije ionov v vodi: Na" 8+2ug/l, K" 64+5ug/l, Ca*" 16+2pg/l in Mg**
2+0,1ug/l, na iztoku iz nosne votline pa: Na* 30+2pg/l, K™ 45+5ug/l, Ca®* 12+2pg/l in
Mg”" 240,1pg/l (Polona Razpotnik, Fakulteta za kemijo, Univerza v Ljubljani). V sedmih
poizkusih smo v visoko precis¢eno vodo dodali majhne koli¢ine natrijevega klorida, s
¢imer smo zmanj$ali upornost vode na 0.3 MQcm (Multiline P4, WTW). VPV smo iz 101
steklenice gravitacijsko vodili v Y-cevko, ki je vodo razdelila na uravnalno in drazilno
cevko (slika 1). Cevki smo ponovno zdruzili v T-ventilcku, njegova izhodna cevka (0,8mm
notranji premer) je vodila v nosno votlino. Konec izhodne cevke, ki smo ga usmerili z
mikromanipulatorjem Narishige MM-33N, smo namestili 1-2mm od vohalne rozete. 0.5ml
drazilne raztopine smo s tuberkulinsko brizgo vbrizgali skozi dodatno T-cevko v sredino
drazilne cevke. Z ro¢nim obratom T-ventilcka smo preusmerili tok VPV iz uravnalne
cevke skozi drazilno cevko. Z vbrizganjem Kongo Rdecega v drazilno cevko (Koce, 1999)
smo izmerili, da drazilna tekoCina doseze vohalno lamelo 1-3 sekunde po odprtju T-
ventil¢ka. Intervale med zaporednimi drazenji vohalnega epitela smo prilagodili glede na

koncentracijo drazljaja: 1.5min za 10*M in 1min za 10°M — 10™M.
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Preglednica 1: Koncentracija ionov v visoko prec¢is¢eni vodi (VPV) neposredno iz naprave za deionizacijo
vode, v vodi, ki je dotekala v nosno votlino iz sistema za draZenje in v vodi, ki je iztekala iz nosne votline. V
zadnji koloni so koncentracije ionov v umetni jezerski vodi (King in Preston, 1977; Marsot in Couillard,

1979; Christiansen in Marshall, 1965).

(Table 1: Concentration of ions in the highly purified water (HPW) directly from water purification system,
in the water entering the olfactory cavity and in the water flowing out of the olfactory cavity. In the last
column are ion concentrations in artificial pond water (King in Preston, 1977; Marsot in Couillard, 1979;

Christiansen in Marshall, 1965).)

VISOKO Voda, ki je Voda, ki je Umetna
PRECISCENA dotekala v odtekala iz jezerska
VODA (VPV) | nosno votlino | nosne votline voda
Nat 7+2 gl 8+2 gl 30 + 2 ugll 39000 pg/l
K+ 50 + 5 g/l 64 +5 ng/l 45+ 5 ugll 4000 g/l
Ca? 5+2 gl 16+ 2 gl 12+ 2 pgll 7000 g/l
MgZ | 05+0,1ugll | 2£0,1 ugl/l 2+0,1 ugll 2000 pgl/l
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H 0.5 ml
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uravnalna

AKTIVNOST
VOHALNIH CELIC

steklena elektroda,
konica napolnjena z zlitino
in prekrita s plation

dratilna
cevka

VISOKO,
PRECISCENA

Pipeta, napolnjena z Ringer-agarjem, AC
povezana s kalomelno elektrodo v 5.000 x
0JACANJE
audio kanal
?c video kanal IL‘IDEO-
0JACANJE REKORDER
~10-100x —

Slika 1: Metoda: med drazenjem z aminokislinami v visoko preci$¢eni vodi smo istocasno odvajali podvodni

elektroolfaktogram (EOG) in elektrofiziolosko aktivnost posameznih vohalnih celic.

(Fig. 1: Methods: during stimulation with amino acids in the highly purified water we simultaneously

recorded underwater electroolfactogram (EOG) and electrophysiological activities of single olfactory

receptor neurons (ORNs).)

r
|
I
|
I
|
I
|
|
|
|
1
|
I
I
I
I
|
I
I
|
|
|
|
L




13

Dolensek J. Elektrofizioloski odzivi vohalnih celic ameriskega somica (Ameiurus melas) na aminokisline.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za biologijo, 2007

3.4 SNEMANIJE ELEKTROFIZIOLOSKIH ODZIVOV

Odzive vohalnih celic smo merili z zunajcelicno nizko-impedancno (~1 k€) stekleno
elektrodo, konica je bila napolnjena z zlitino Bi 49%, In 21%, Pb 18% in Sn 12% (MaTeck
Material-Technologie & Kristalle GmbH, Nemcija) in prekrita s platino (premer platinaste
kroglice 3-8um) (Gesteland, 1975; Erickson and Caprio, 1984). Napetostne spremembe
(akcijske potenciale) smo AC ojacili (Grass P-5, 5000x, pasovni filter 10-3000 Hz) in
vodili na avdio-monitor (Grass AMS) ter osciloskop (Hitachi VC-6023). Signale smo
shranili na avdio kanalu video kasete. Elektricni mikromanipulator (MS 314, Hugo Sachs
Elektronik) je omogocil priblizevanje konice elektrode vohalnemu epitelu v majhnih
korakih (3pum). Relativna obcutljivost razli¢nih delov vohalne rozete na aminokisline enaka
na vseh vohalnih lamelah (Chang in Caprio, 1996), merili smo elektri¢no aktivnost na
sprednjih (1-5) lamelah. Pri razli¢nih polozajih elektrode na vohalnem epitelu smo iskali
snemalna mesta s pomoc¢jo ekvimolarne zmesi desetih aminokislin. Ko smo zaznali
elektri¢ni odziv vohalnih celic, smo prilagodili polozaj elektrode tako, da smo izboljsali
razmerje signal/Sum (amplituda akcijskih potencialov >200uV). Isto¢asno smo snemali
elektroolfaktogram (EOG) z elektrodo Ag/AgCl,, ki je bila povezana s stekleno pipeto,
napolnjeno s Ringer-agarjem. Vrh pipete (zunanji premer konice 150um) smo postavili
~1mm nad vohalni epitelij. Signal EOG smo DC ojacili (10-100x, Grass P18D) in prikazali
na osciloskopu in risalniku (Omniscribe recorder, Industrial Scietific, Inc.). Digitaliziran
signal EOG (frekvenca vzorc¢enja 44000 Hz, NeuroCorder D-890, Neuro Data Instr. Corp.)
smo shranili na video kanalu video kasete. Drugi avdio kanal video kasete smo uporabili za
shranjevanje opisa poskusa. Podatke vohalnih celic in digitalizirane podatke EOG smo po
poskusu kopirali na osebni raCunalnik s SW-DAQ vmesnikom (frekvenca vzorcenja 44100

Hz; National Instruments).
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3.5 ANALIZA PODATKOV

Elektrofiziolosko aktivnost vohalnih celic smo analizirali 15 sekund pred in 30 sekund po
zaCetku drazenja z aminokislinami. Racunalniski program 'Neuro Event Manager' (Amon,
1992) omogoca izbor akcijskih potencialov na osnovi njihove oblike. Akcijske potenciale
smo nalozili enega na drugega in primerjali njihove oblike na 50 ms oknu na
racunalniSskem ekranu. Z ra¢unalniSkim programom smo filtrirali akcijske potenciale, ki so
imeli drugacno obliko kot izbrani akcijski potencial. V naslednjem koraku smo akcijske
potenciale spremenili v dogodke s ¢asi, v katerih so se pojavili. Izracunali smo dolZine
odzivov in ¢asovne intervale med dogodki v odzivu vohalne celice. Kriteriji za dolocitev
elektricne aktivnosti celice so vkljuCevali najmanjsi interval med dogodki (>5 ms).
Frekvenco akcijskih potencialov v odzivih vohalnih celic na aminokisline smo ocenili z
racunalniskim programom S-PLUS (S-Plus 2000, Mathsoft, Inc.) s prilagojeno metodo
'Cumulative Slope Analysis', ki jo je zasnoval Andrej Blejec (2005). Pri tej metodi vlak
akcijskih potencialov pojmujemo kot zaporedje diskretnih dogodkov s ¢asi ¢; (i=1,2,..,n; n=
zadnji dogodek v odzivu celice). Funkcija kumulativne distribucije dogodkov s casi ¢ je
definirana kot Stevilo dogodkov do vkljuéno dogodka v c¢asu #. Naklon kumulativne
distribucije dogodkov se spreminja z gostoto dogodkov in je enak gostoti dogodkov na
¢asovno enoto oziroma frekvenci prozenja akcijskih potencialov vohalne celice. Lokalno
linearno regresijo izratunamo za pet zaporednih dogodkov in tako doloc¢imo naklon
kumulativne distribucije dogodkov. Naslednji izracun opravimo, ko premaknemo
opazovano okno petih dogodkov za en dogodek naprej. Najvisjo frekvenco v fazi¢nih
odzivih smo dolocili v 0-300 ms odziva, frekvenco v toni¢nih odzivih pa smo ocenili z
mediano frekvenco v 500-1500 ms odziva. V naslednjem koraku smo preverili, ali izvirajo
akcijski potenciali iz iste vohalne celice tako, da smo celice draZzili z zmesjo ucinkovitih
drazljajev. Ce je bila frekvenca akcijskih potencialov v odzivu na zmes enaka frekvenci v
odzivu na posamezne aminokisline, smo domnevali, da odziv izvira iz iste celice. Ce pa je
bila frekvenca visja kot pri drazenju s posamezno aminokislino, so akcijski potenciali
verjetno izvirali iz ve¢ celic. Koncentracijsko odvisnost odzivov vohalnih celic smo
analizirali tako, da smo merili dolzine odzivov celic in frekvence akcijskih potencialov

med draZzenjem z razlicnimi koncentracijami aminokislin. Najve¢je amplitude EOG
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odzivov smo izmerili z milimetrskim merilom na papirju risalnika kot odklon signala od
bazne linije. Amplitude EOG odzivov na razlicne aminokisline in razli¢ne koncentracije

aminokislin smo standardizirali na amplitudo EOG odziva na 10*M L-Ala.

3.6 REDCENJE DRAZLJAJA V NOSNI VOTLINI

Po zacetku dovajanja drazljaja v nosno votlino raste njegova koncentracija do najvecje
koncentracije, ki je nekaj (~20%) nizja od vbrizgane koncentracije aminokisline. Po
prenehanju dovajanja aminokisline se njena koncentracija eksponentno zmanjsuje. Hitrost
zmanjSevanja koncentracije drazljaja v nosni votlini smo poskusali oceniti s preprostim
izracunom. Predpostavili smo, da v nosno votlino, katere volumen (V) se med draZzenjem
ne spreminja, doteka voda s stalnim pretokom (@=18ml/min), ki zmanjSuje koncentracijo
drazljaja v majhnih Casovnih korakih (dz). MeSanje raztopin v nosni votlini, ki ga
zagotavljajo kinocilije, nameScene na vohalnih lamelah, je izjemno hitro (Caprio in
Radeeman-Little, 1978) in zato ni ozko grlo zgo$¢evanja ali red¢enja aminokisline v nosni

votlini.

Po prenehanju dovajanja drazljaja (Cas =0) je v nosni votlini raztopljenih ny delcev
drazljaja. Ce upostevamo zgornje predpostavke, je po ¢asu df (prvi korak) stevilo delcev
draZljaja v nosni votlini manjSe za faktor R, ki je sorazmeren pretoku vode skozi nosno
votlino in obratno sorazmeren volumnu nosne votline. Stevilo delcev (n;) v nosni votlini

po Casu dt opisuje enacba:

1’11=Il0—Rn0=1’10 (l-R), R=% (1)

pri ¢emer je V volumen nosne votline in @ hitrost pretoka vode skozi nosno votlino.
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V naslednjem koraku s Casom dt se Stevilo delcev ponovno zmanjSa za faktor R, kar

opisuje enacba:
n2=n1—Rn1=nO(1-R)2 (2)

Po n korakih oziroma po Casu t= n dt se Stevilo delcev drazljaja (n,) v nosni votlini

eksponentno zmanjsuje, kar opisuje izpeljana enacba (2):
n,=ng (1-R)" ...(3)

oziroma

n

N=nNg (1-%%) ...(4)

Zveznemu red¢enju drazljaja ustreza neskoncno veliko korakov, kar opiSemo z limito

n—o0 enacbe (4). Ce razreSimo limito, je delcev v nosni votlini po ¢asu

Pt

n=noe " ...(5)

Enacba (5) opisuje eksponentno manjSanje Stevila delcev drazljaja (n;) v nosni votlini po
prenchanju dovajanja draZljaja v nosno votlino (slika 2). Stevilo delcev n, po ¢asu ¢ je
odvisno od volumna (V) in pretoka skozi nosno votlino (®). Prostornino nosne votline (V)
v poizkusih smo ocenili na: pri najmanjsih ribah 0.125ml oziroma pri najvecjih ribah
0.5ml. Ce je zagetna koncentracija drazljaja v nosni votlini 10*M, se pri najmanjsih ribah
zmanjsa koncentracija pod 10'M v <2.9 sekundah oziroma pri najvedjih ribah v <11.5

sekundah (slika 2).
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Slika 2: Izracunano redCenje drazljaja v nosni votlini po prenehanju dovajanja drazljaja v nosno votlino. A:
Volumen nosne votline smo ocenili na Vmin=0.125ml pri majhnih in Vmax=0.5ml pri najve¢jih somicih,
zadetna koncentracija drazljaja je 10“M. B: Koncentracija draZljaja v nosni votlini pri razli¢nih zagetnih

koncentracijah drazljaja (10*M — 10”"M) pri najvegjih ribah (V=0.5ml).

(Fig. 2: Calculated stimulus dilution in the nasal cavity after end of delivering the stimulus into nasal cavity.
A: Volume of the nasal cavity was estimated Vmin=0.125 ml in small and Vmax=0.5 ml in the largest
catfish, initial stimulus concentration was 10*M. B: Stimulus concentration in the nasal cavity for different

initial stimulus concentrations (10*M — 107M) in the largest catfish (V=0.5 ml).)
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4 REZULTATI

4.1 ELEKTROOLFAKTOGRAM (EOG)

Pri ameriskem somicu (Ameiurus melas) smo v visoko precisc¢eni vodi (VPV) vzporedno
merili odzive celotnega vohalnega organa (elektroolfaktogram - EOG) in odzive
posameznih vohalnih celic na aminokisline. Tudi po 6 urah oblivanja z VPV, ki vsebuje
majhno koncentracijo ionov (preglednica 1), je vohalni organ deloval na enak nacin kot na
zaCetku drazenja. Pri nekaj vec kot polovici rib (N=57) je bila amplituda EOG, ne glede na
drazljaj, ponovljiva - njena oblika in amplituda odziva na aminokisline sta bili po ve¢ urah
skoraj enaki kot na zacetku poskusov (slika 3). V 45% primerov (N=46) amplituda EOG ni
bila ponovljiva. Pri nekaterih od teh preparatov (N=7) smo v VPV dodali 1mg/] natrijevega
klorida, upornost vode se je zmanjsala z >18,2 MQcm na ~0.3 MQcm. Amplitude EOG so
bile po dodatku ionov stabilne in ponovljive. Zaradi primerjav EOG med razli¢nimi ribami
smo standardizirali najvecje amplitude EOG odzivov na odziv ene od bolj u¢inkovitih

aminokislin (10* M L-Ala).

10-4M L-Met

030529dh)

KONTROLA

ZAGETEK \ >mv
DRAZENJA =

Slika 3: EOG v VPV: odziv na drazenje z 10*M L-Met eno uro (svetlo sivo), tri ure (temno sivo) in pet ur

(¢rno) po zacetku poskusa. Kontrolni drazljaj je bil VPV (¢rno).

(Fig. 3: EOG in HPW: response to 10*M L-Met one hour (light gray), three hours (dark gray) and five hours
(black) after the beginning of experiment. Control stimulus was HPW (black).)
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Razli¢ne aminokisline so prozile razlicne amplitude EOG (slika 4). Najvecjo relativno
amplitudo EOG je pri koncentraciji 10*M izzvala aminokislina L-Met (mediana (M)
=1.20). Po velikosti relativnih amplitud sledijo L-ArgHCl (M=1.16), L-nVal (M=1.06), L-
LysHCI (M=0.99), L-Ser (M=0.89), L-Leu (M=0.86), L-Val (M=0.66), L-Ille (M=0.64).
Tudi pri 100x vedji koncentraciji (10”M) je iminokislina L-Pro izzvala najmanjgo relativno
amplitudo EOG (M=0.45). Relativne velikosti EOG odzivov, ki so jih izzvale nevtralne
aminokisline (L-Met, L-nVal, L-Ala, L-Leu, L-Ser, L-Val in L-Ile) in iminokislina L-Pro v
VPV, so znacilno korelirale z amplitudami EOG v deklorirani vodovodni vodi (Koce,
1999) (R=0.94, p<0.001; slika 5). Bazi¢ni aminokislini L-ArgHCl in L-LysHCI sta v VPV
izzvali nepri¢akovano velike relativne amplitude EOG (M=1.16 oz. 0.99), mediani
relativni EOG amplitudi soli bazi¢nih aminokislin v VPV sta bili priblizno dvakrat vecji

kot v vodovodni vodi (M=0.50 oz. M=0.55; Koce, 1999) (slika 4).

VISOKO PRECISCENA VODA DEKLORIRAh(I:\ nggVODNA VODA
oce,
L-MET = 39 L-MET — ®
9 LavAL H @9) S Lava - (11)
 LALA | (41) 5 L-ALA (14)
3 e % <) 3 Ly T o
S LSER (36) S LSER = m
L L (33) Sl 1™
© LVAL (38) Tl F !
" g ®
LILE (40) —— Hei ——
. ameqs  LLE T @ =
ll;::l'?ilol.:" %(3 4()30) (St testov) LPRO1OM| + (1) [531 t:sﬁw]
KONTROLA } (182)
0 o5 1 15 2 25 3 0 o5 1 15 2 25 3
relativna amplituda EOG relativna amplituda EOG

Slika 4: Relativne amplitude EOG med drazenjem z desetimi aminokislinami v VPV (levo) in v vodovodni
vodi (desno). EOG odzivi so standardizirani na odziv na 10*M L-Ala in urejeni glede na velikost odzivov v

vodovodni vodi.

(Fig. 4: Relative EOG amplitudes to ten amino acids in the HPW (left) or in the tap water (right). EOG

responses are standardized to 10*M L-Ala response and arranged in the order of amplitudes in the tap water.)
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Slika 5: Korelacija med relativnimi amplitudami EOG na nevtralne aminokisline in L-Pro v VPV in v
deklorirani vodovodni vodi. R= Pearsonov korelacijski koeficient, debelo je regresijska premica (metoda

najmanjsih kvadratov), tanjsi liniji oznacujeta 95% interval zaupanja za premico.

(Fig. 5: Correlation between relative EOG amplitudes to neutral amino acids and L-Pro in HPW and in tap
water. R= Pearson correlation coefficient, thick is regression line (least square method), thin lines mark 95%

confidence interval for the regression line.)
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EOG odziv na aminokisline v VPV je bil koncentracijsko odvisen (slika 6). Za L-nVal je
najve&jo relativno amplitudo izzvala najvi§ja koncentracija (10*M, M=1.06), niZje
koncentracije aminokisline so izzvale manje amplitude (10°M: M=0.89, 10°M: M=0.59,
10"M: M=0.44).

L-nVal 104 M A = (39)
L-nVal 109M - —3— (22)
L-nVal 108 M | I (10)
Lovalte'M L HH (@)
LovaledM L] () e
kontrola 1 H—  (39) (St testow
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5

RELATIVNA AMPLITUDA EOG

Slika 6: EOG v VPV: relativne amplitude na razli¢ne koncentracije L-nVal.

(Fig. 6: EOG in HPW: relative amplitudes to different L-nVal concentrations.)
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42 ODZIVI SPONTANO NEAKTIVNIH VOHALNIH CELIC NA DRAZENIJE Z
RAZLICNIMI AMINOKISLINAMI

ElektrofizioloSke odzive posameznih spontano neaktivnih vohalnih celic smo poiskali s
pomocjo drazenja z zmesjo desetih aminokislin. Na drazenje z zmesjo aminokislin se te
celice, ki pred drazenjem ne prozijo akcijskih potencialov, odzovejo z vecjim Stevilom
akcijskih potencialov (sliki 7 in 8). Odzivne celice smo nato drazili s posameznimi
aminokislinami pri koncentraciji 10*M (L-Pro pri 10°M). Celotno zaporedje testiranj z
zmesjo in z desetimi aminokislinami smo uspeli izvesti na 44 celicah (N=142). Spontano
neaktivne vohalne celice so se, za razliko od spontano aktivnih celic, ponovljivo odzivale

na aminokisline.

ZACETEK DRAZENJA
040610b

L-Met 10-M wmwmmmwﬂWWWWWWmewwm
L-nval 10 M
L-Ala 10 M B
L-Leu10*M T 1 VO VTP PHU VIR PUR FIU IR
L-Ser 10 M WWMWWW&WWWWMWWWW
LLy's HCI 1O M bbb oo
L-val 104 M X i SR S TP ISR
LArg HCI 10N Wbl i
Llle 104 M L
L-Pro 102 M B

L-nVal+L-Met 10 M |lmV

1s

Slika 7: Spontano neaktivna vohalna celica, ki se je elektrofiziolosko odzivala na drazenje z L-Met in L-

nVal. Vohalno celico smo drazili tudi z ekvimolarno zmesjo obeh aminokislin.

(Fig. 7: Spontaneously inactive ORN that electrophysiologically responded to L-Met and L-nVal. ORN was

also tested with equimolar mixture of both amino acids.)
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Slika 8: Spontano neaktivna vohalna celica, ki se je odzvala na Sest aminokislin: L-Met, L-nVal, L-Ala,

1mv

L-

Leu, L-Val in L-ArgHCI. Vohalno celico smo drazili tudi z ekvimolarno zmesjo desetih aminokislin (mix10).

(Fig. 8: Spontaneously inactive ORN responding to six amino acids: L-Met, L-nVal, L-Ala, L-Leu, L-Val
L-ArgHCI. ORN was also tested with the equimolar mixture of ten amino acids (mix10).)

in

4.2.1 Dolzine elektrofizioloskih odzivov spontano neaktivnih vohalnih celic na

razliéne aminoKisline

A. Odziv vohalnih celic na dve (N=22) in eno aminokislino (N=13)

Najvec¢ spontano neaktivnih vohalnih celic (39%, N=17) se je odzvalo na L-nVal in L-Met

(slika 9). Dolzine odzivov teh celic na L-nVal (2.4 — 14.7 s) so bile daljse kot dolzine

odzivov na L-Met pri enaki (10*M) koncentraciji (slika 10). Pri ve¢ini (N=11) teh celic

je

bil odziv na L-Met <50% dolZine odziva na L-nVal, pri nekaterih celicah (N=6) pa 71-96%
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dolzine tega odziva. Nizja (10°M) koncentracija L-nVal je sprozila odziv dveh celic

(N=2), nizja koncentracija L-Met pa ne.

Dve celici sta se odzivali na L-Val in L-nVal (slika 9). Pri eni celici je bil valinski (10.8 s)
odziv veliko ve¢ji od norvalinskega (5.2 s), pri drugi pa sta bila odziva skoraj enaka (L-
nVal: 3.2's; L-Val: 2.9 s; slika 10). Na L-ArgHCI in L-LysHCI sta se odzvali dve celici
(slika 9), pri obeh celicah sta bili dolzini odzivov na ti dve aminokislini skoraj enaki (3.9 in
3.6 s oziroma 1.7 s in 1.6 s; slika 10). Na L-Pro in L-Met se je odzvala ena vohalna celica
(slika 9), odziv te celice na L-Pro (20.9 s) je bil nekajkrat daljsi od odziva na L-Met (5.6 s)
(slika 10).

Nekatere celice so se odzvale na eno aminokislino (L-nVal: N=7, L-Met: N=4 in L-Ala:
N=2) (slika 9), dolzine odzivov na L-nVal so bile 2.3-8.0 s, na L-Met 2.3-11.3 s in na L-

Ala 2.7-5.3 s (slika 10).

B. Odziv vohalnih celic na tri (N=3), §tiri (N=2), pet (N=2) in Sest (N=2) aminokislin

Aminokisline L-nVal, L-Met in L-Ala so izzvale odziv dveh celic (slika 9). L-nVal je bil
bolj ucinkovit kot L-Met in L-Ala, izzval je razlicno dolzino odziva (23.2 s pri eni in 5.5s
pri drugi celici; slika 10). L-nVal je bil najbolj u¢inkovita aminokislina tudi pri celici, ki se
je odzvala Se na L-Met in L-LysHCI, dolzina odziva na L-nVal (14.1 s) je bila dvakrat
dalj$a od dolzine odziva na L-LysHCI in L-Met (sliki 9 in 10). Pri dveh celicah, ki sta se
odzivali $¢ na 10*M L-Met, L-Ala in L-Ser, je L-nVal izzval najdaljsi odziv (21.5 s pri eni
in 7.7 s pri drugi celici) (sliki 9 in 10). Celici sta se na manj u¢inkovite aminokisline (L-
Met, L-Ala in L-Ser) odzvale z manj kot tretjino dolzine odziva na L-nVal. Nizja
koncentracija (10°M) L-nVal je povzrotila fizioloski odziv pri eni celici, medtem ko L-
Met pri tej koncentraciji ni izzval odziva. L-nVal je izzval dolg odziv (20.1 s) pri celici, ki
se je odzivala Se na L-Met, L-Ala, L-Val ter L-Ser, ostale aminokisline so izzvale <15%
dolzine tega odziva (sliki 9 in 10). Edina celica, pri kateri je bil L-Met bolj u¢inkovit od L-
nVal, se je odzvala Se na L-Ala, L-Val ter L-Leu (slika 9). Dolzina odziva na L-Met je bila
razmeroma kratka (5.8 s), ostale u€inkovite aminokisline pri tej celici so izzvale Se krajsi

odziv (slika 10). Moc¢no ucinkovit je bil L-nVal tudi pri celici, ki se je odzvala Se na L-
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Met, L-Ala, L-Val, L-Ser in L-LysHCI (sliki 9 in 10). Odziv te celice L-nVal je trajal 21.6
s, ostale aminokisline so pri tej celici so izzvale <12% dolzine odziva na L-nVal. Pri celici,
ki se je odzvala Se na L-Met, L-Ala, L-Val, L-Leu in L-ArgHCI (slika 9), je L-nVal izzval
6.5 s odziva, manj uc¢inkovite aminokisline pa manj kot 3 s odziva (slika 10). Zaklju¢imo
lahko, da je bila vecina celic, ki se je odzivala na ve¢ aminokislin, specializiranih za odziv

na L-nVal.
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Slika 9: Posamezne vohalne celice so se odzivale na (A) eno, (B) dve, (C) tri, §tiri, pet ali Sest izmed desetih

testnih aminokislin (10*M in L-Pro 10”M).

(Fig. 9: Single ORNSs responded to (A) one, (B) two, (C) three, four, five or six out of ten tested amino aicds
(10*M in L-Pro 10°M).)
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Slika 10: DolZine odzivov posameznih vohalnih celic, ki so se odzivale na (A) eno, (B) dve, (C) tri, §tiri, pet

ali $est aminokislin (10*M in L-Pro 10M). »n« ozna&uje aminokislino L-nVal. Zaporedje celic je enako kot

na sliki 9.

(Fig. 10: Response durations of single ORNSs that responded to (A) one, (B) two, (C) three, four, five or six

amino acids (10*M in L-Pro 10”M). »n« marks amino acid L-nVal. ORNs are arranged as in Fig. 9.)



27
Dolensek J. Elektrofizioloski odzivi vohalnih celic ameriskega somica (Ameiurus melas) na aminokisline.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za biologijo, 2007

4.2.2 Koncentracijska odvisnost dolZzin odzivov spontano neaktivnih vohalnih

celic na L-nVal

Raziskovali smo koncentracijsko odvisnost dolzin odzivov spontano neaktivnih vohalnih
celic (N=21) za aminokislino L-nVal (slika 11). Koncentracijo aminokisline smo nizali v

Stirih korakih od 10*M do 10°M.

Celica, ki se je odzivala na >10°M L-nVal (slika 11), je imela najdaljsi odziv (14.9 s) na
najvedjo testno koncentracijo aminokisline 10*M. Nizji koncentraciji L-nVal (10°M in 10"
M) sta izzvali krajse odzive te celice (4.6 s oz. 3.0 s). Najbolj ob&utljivi celici sta se
odzivali na >10"M L-nVal (N=2), ve¢ina celic je imela vzdraZnostni prag za L-nVal pri

10°M (N=8) oziroma 10°M (N=7) L-nVal (slika 12).

ZACETEK DRAZENJA
031112a

L-nVal 10*M

L-nVal 10°M

LIV LU o ——

L7V 07V 00000

|1mV

1s

Slika 11: Spontano neaktivna vohalna celica: koncentracijsko odvisen odziv na L-nVal.

(Fig. 11: Spontaneously inactive ORN: dose-dependant response to L-nVal.)



w

DOLZINA ODZIVA

28

Dolensek J. Elektrofizioloski odzivi vohalnih celic ameriskega somica (Ameiurus melas) na aminokisline.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za biologijo, 2007

Vse celice so se odzivale koncentracijsko odvisno na L-nVal. Pri isti koncentraciji so imele
bolj obcutljive celice skoraj vedno daljSe odzive na L-nVal kot manj obcutljive celice
(slika 12). Pri najvisji (10™*M) koncentraciji so bili najdalji odzivi tistih celic, ki so imele
nizke vzdraznostne prage (npr.¢rno in rdece). Tudi pri nizjih koncentracijah so bili ti odzivi
(¢rni in rdeci) dalj$i od odzivov celic z visokimi vzdraZznostnimi pragi (modro in zeleno).

Najmanj obéutljive celice (zeleno) so na 10*M L-nVal odzvale kratko (2.6-5.2 s).

25 A

20

sekunde)

~ 15 A

10 -

k4 ? 9 y T
108 M 10" M 106 M 105 M 104 M
KONCETRACIJA L-nVAL
Slika 12: Koncentracijska odvisnost dolzine odziva vohalnih celic, ki so imele vzdraznostne prage pri 10'M

(¢mno), pri 10°M (rdeée), pri 10°M (modro) in pri 10*M (zeleno) L-nVal.

(Fig. 12: Dose-dependant response durations of ORNs with thresholds at 10”M (black), at 10°M (red), at 10"
M (blue) and at 10*M (green) L-nVal.)



29

Dolensek J. Elektrofizioloski odzivi vohalnih celic ameriskega somica (Ameiurus melas) na aminokisline.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za biologijo, 2007

4.2.3 Koncentracijska odvisnost dolzin odzivov spontano neaktivnih vohalnih

celic na L-Met

Koncentracijsko odvisnost odziva na L-Met smo uspeli dolociti pri Sestih celicah (slika
13). Pri 10*M L-Met so bile dolZine odzivov celic med 2.5 in 5.8 s, §tiri od teh celic so se
odzivale na >10°M L-Met (dolZine odzivov med 1.2 in 3.5 s). NiZja (10°M) koncentracija

L-Met je pri teh §tirih celicah izzvala krajsi odziv kot odziv na vigjo (10*M) koncentracijo

te aminokisline.

DOLZINA ODZIVA (sekunde)
0 5 10 15 20 25

030924c L-Met -+—o- @@
040615a L-Met .—.—.

0405252 L-Met @)———@)
050202a L-Met .-.—.
L-Met:
031112¢ L-Met .—.—. . 104 ™m
@ 10°Mm
040615c L-Met 0—. ® 1 0-? M
e 107/ M

Slika 13: Dolzine odzivov posameznih vohalnih celic na razli¢ne koncentracije L-Met.

(Fig. 13: ORNSs response durations to different L-Met concentrations.)
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43 TONICNI IN FAZICNO-TONICNI ODZIVI SPONTANO NEAKTIVNIH
VOHALNIH CELIC

Vohalne celice so se na drazenje z aminokislinami odzivale na dva nacina: toni¢no ali

fazi¢no-toni¢no. Celice smo zato poimenovali toni¢ne ali fazi¢no-toni¢ne celice.

4.3.1 Frekvence akcijskih potencialov med odzivom na razli¢ne koncentracije L-

nVal

A. Toni¢ni odziv vohalnih celic na L.-nVal

Frekvenca akcijskih potencialov med odzivom toni¢ne celice (slika 14) je, ne glede na
koncentracijo L-nVal, upadala od zacetka (<30 Hz) do konca (0 Hz) odziva. NiZja (10°M)
koncentracija L-nVal je izzvala hitrejSe upadanje frekvence odziva in s tem krajsi odziv
kot vi§ja koncentracija L-nVal. Pri koncentracijah blizu vzdraznostnega praga je L-nVal

izzival malo akcijskih potencialov.
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Slika 14: Odziv toni¢ne vohalne celice na razli¢ne koncentracije L-nVal: akcijski potenciali (zgoraj) in

njihova frekvenca (spodaj).

(Fig. 14: Tonic ORN response to different L-nVal concentrations: action potentials (above) and their

frequency (below).)
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Devet celic od enaindvajsetih se je toni¢no odzvalo na vse testne koncentracije L-nVal
(slika 15). Mediana frekvenca v odzivih celic na 10*M L-nVal je bila 17 Hz (kvartila 14 in
22 Hz, N=9), v odzivih na 10°M L-nVal pa 16 Hz (kvartila 13 in 20 Hz, N=6). Na 10°M
L-nVal sta se odzvali dve vohalni celici (14 in 16 Hz; slika 15A-B).
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Slika 15: Toni¢ne vohalne celice:

T I T T
10-7Mm  105m  10-5m  10-4m
KONCENTRACIJA L-nVAL

koncentracijami L-nVal.

T T T T
10-7Mm  106m  10-5m  10-4m
KONCENTRACIJA L-nVAL

T T T T
10-7m  106m  10-5m  104m
KONCENTRACIJA L-nVAL

frekvence akcijskih potencialov med draZzenjem z razlicnimi

(Fig. 15: Tonic ORNS: action potential frequencies during stimulation with different L-nVal concentrations.)
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B. Fazi¢no-toni¢ni odziv vohalnih celic na L-nVal

Fazi¢no-toni¢na celica (slika 16) se prvih 300 ms odziva na 10*M L-nVal fazi¢no, najvisja
frekvenca akcijskih potencialov med fazi¢nim odzivom je bila >60 Hz. Fazi¢nemu delu
odziva je sledil ve¢ kot 4000 ms dolg tonicni odziv, frekvenca akcijskih potencialov na
za&etku toni¢nega odziva je bila ~20 Hz, zmanjSevala se je proti koncu odziva. Tudi 10”
M L-nVal je izzval fazi¢no-toni¢ni odziv, kratkemu (<300 ms) fazicnemu odzivu z visoko
frekvenco (>50 Hz) je sledil toni¢ni del odziva z nizjimi frekvencami (<30 Hz). Pri
koncentraciji L-nVal, ki je bila blizu vzdraznostnega praga celice (10°M), se je ta celica na

drazenje odzvala tonic¢no.

L-nVal 10°“M:

MU AR T

LnVal 10°M:
I

MRl

L-nVal 10°M;

| | | | |

|

FREKVENCA (Hz)
10 20 30 40 50 60 70

)

0] 2 4 6 8 SEKUND

Slika 16: Odziv fazi¢no-toni¢ne vohalne celice na razli¢ne koncentracije L-nVal: akcijski potenciali (zgoraj)

in njihova frekvenca (spodaj).

(Fig. 16: Phasic-tonic ORN response to different L-nVal concentrations: action potentials (above) and their

frequency (below).)
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V celoti se je na drazenje z 10*M L-nVal 12 izmed 21vohalnih celic odzvalo fazi¢no-
toni¢no (slika 17). Fazi¢ni deli odzivov celic na 10*M L-nVal so imeli mediano frekvenco
68 Hz (kvartila 65 in 78Hz, N=12), toni¢ni deli pa 19Hz (kvartila 16 in 22Hz; N=12). Na
10°M koncentracijo L-nVal se je fazi¢no-toni¢no odzvalo 9 celic. Fazi¢ni del odziva na to
koncentracijo je imel mediano frekvenco 52 Hz (kvartila 41 in 60 Hz; N=9), toni¢ni pa 20
Hz (kvartila 14 in 22 Hz, N=9). V razponu koncentracij med 10*M in 10°M frekvence
tonicnih delov odziva niso bile koncentracijsko odvisne (Wilcoxonov test predznacenih
rangov, N=I11). Fazi¢ne dele odzivov smo opazili tudi med draZenjem z 10°M
koncentracijo L-nVal (N=4) (slika 17B-E). Koncentracije L-nVal blizu vzdraznostnega
praga so izzivale malo akcijskih potencialov (N=3; slika 17A, G-H).



35

Dolensek J. Elektrofizioloski odzivi vohalnih celic ameriskega somica (Ameiurus melas) na aminokisline.

Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za biologijo, 2007

—e— FREKVENCA V 500-1500ms OD ZACETKA ODZIVA (mediana in razpon)
—0— MAKSIMALNA FREKVENCA (<300ms)

100 - 100 100 - c
1A 1B ﬁ
S804 0504130 T 807 050804f <% 7 osos0ea
>
N < >
Q 60 N 60 o 60 -
o g o
g < S
Z 40 + O 40 S 40
g g g
Z 2 Z
& 20 5 20 W 20 ~ ‘/T/—f
w
w
0 T T T T 0 T T T T 0 T T T T
10-7m  10°6m  10-5M  10-4m 10-"M  106m 10-5m 104Mm 10-7M  10°6m  10-5M  104m
KONCENTRACIJA L-nVAL KONCENTRACIJA L-nVAL KONCENTRACIJA L-nVAL
100 - 100 - 100 —
_|D E _ F
£ g - Fgo Z g0
< 040615¢ z <
g < 030731e S
N = N 030924¢
o 60 N B0 o 60 -
o g o
g < B
> 40 O 40 - O/O’—’o = 40
w & g
< > <
w20 &5 20 H—+ & 20 1
w & w
0 T T T T 0 T T T T 0 J 1 J I
10-"Mm 106m  10-5m  10-4m 10-"M  105m  10-5m  10-4m 10-"M 10m  10-5m 10-4m
KONCENTRACIJA L-nVAL KONCENTRACIJA L-nVAL KONCENTRACIJA L-nVAL
100 G 100 H 100 |
5 ¥ ¥
Z 80 - L g0 < 80
< 031112a < <
N N N
60 - Q 60 i
g 260 0405252 8 87 ostaz2
3 ) )
S 40 - Z 40 Z 40 -
W g S
E 20 ¢ ! é 20 i':" 20
o w w —°
0 T T T T 0 T T T T 0 T T | 1
10-7M  106m  10-5M  10-4m 10-7M  106m  10-5M  10-4m 107M  10M  10-5M  10-4M
100 - KONCENTRACIJA L-nVAL - KONCENTRACIJA L-nVAL 180 L KONCENTRACIJA L-nVAL
g |J g :
280 - = 80 - T go -
> g <
§su _ / § 60 - Ngo{ 030924a
< 030807d < 040610b < o
Z 40 - Z 40 % 40
>
3 g c
w w
o 20 & 20 - W 20 - +
'8 w w
0 . . : ; 0 0

10-7M  106M  10-5M  10-4m
KONCENTRACIJA L-nVAL

107m  10%m 10-5m 104m
KONCENTRACIJA L-nVAL

T T T T
40°"M  106M  10-SmM  10-4m
KONCENTRACIJA L-nVAL

Slika 17: Fazi¢no-toni¢ne vohalne celice: frekvence akcijskih potencialov v fazi¢nih (©) in toni¢nih (e) delih

odzivov na razli¢ne koncentracije L-nVal.

(Fig. 17: Phasic-tonic ORNSs: action potential frequencies during phasic (0) and tonic () parts of responses

to different L-nVal concentrations.)
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4.3.2 Frekvence akcijskih potencialov med odzivom na razli¢ne koncentracije L-
Met

Pri $estih celicah, ki smo jim dolo&ili koncentracijsko odvisnost na L-Met (10*M — 10*M),

smo opazili tako fazi¢no-toni¢ne (N=4) kot tudi toni¢ne (N=2) odzive.

A. Tonicen odziv na L-Met

Na 10*M L-Met sta se dve celici odzvali toni¢no. Nizja koncentracija L-Met (10°M) je pri

obeh celicah sprozila malo akcijskih potencialov.

B. Fazi¢no-toni¢en odziv na L-Met

Odziv vohalnih celic (N=4) na L-Met je imel tudi fazi¢no-toni¢ne lastnosti. Izmed 4 celic,
ki so se fazi¢no-toni¢no odzvale na 10*M L-Met (slika 18), sta se 2 celici odzvali fazi¢no-
toni¢no tudi na 10°M L-Met, celica, ki se je odzivala tudi na 10°M in 10"M L-Met, se je

na te koncentracije odzvala toni¢no.
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Slika 18: Fazi¢no-toni¢en odziv: frekvence akcijskih potencialov v fazi¢nih (©) in toni¢nih (e) delih odzivov

celic na razli¢ne koncentracije L-Met.

(Fig. 18: Phasic-tonic response: action potential frequencies during phasic (o) and tonic (®) parts of ORNs

responses to different L-Met concentrations.)
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4.3.3 Frekvence akcijskih potencialov med odzivi na razli¢éne aminokisline

A. Tonic¢ne celice

Tonicne celice so se na vse ucinkovite aminokisline odzivale toni¢no. Celica, ki se je
odzivala na bolj u¢inkovit L-nVal toni¢no, se je tudi na manj ucinkovit L-Met odzvala
tonicno (slika 19). Toni¢ni odzivi so bili znacilni za ve¢ kot polovico celic (N=25). Na
najbolj ucinkovito aminokislino je bila mediana frekvenca odzivov teh celic 17 Hz
(kvartila 13 in 19 Hz, N=25). Pri odzivih posameznih celic smo primerjali frekvence
prozenja akcijskih potencialov na najbolj uinkovito in manj ucinkovite aminokisline.
Manj ucinkovite aminokisline so izzvale podobne frekvence akcijskih potencialov kot

najbolj u€inkovita aminokislina, frekvence so se razlikovale za najve¢ 10 Hz.
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Slika 19: Odziv toni¢ne vohalne celice, ki se je odzivala na L-nVal in L-Met: akcijski potenciali (zgoraj) in

njihova frekvenca (spodaj).

(Fig. 19: Response of a tonic ORN that responded to L-nVal and L-Met: action potentials (above) and their
frequency (below).)
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B. Fazi¢no-toni¢ne celice

Fazi¢no-toni¢ne celice so se na najbolj ucinkovito aminokislino odzvale fazi¢no-toni¢no.
Celica, ki se je odzivala fazi¢no-toni¢no na L-nVal, se je odzvala fazi¢no-toni¢no tudi na
manj u¢inkovit L-Met (slika 20). Manj kot polovica (N=19) vseh celic, ki smo jih testirali z
desetimi aminokislinami, je bilo fazicno-toni¢nih. V fazi¢nih delih odzivov na najbolj
ucinkovito aminokislino je bila mediana frekvenca celic 69 Hz (kvartila 63 in 87 Hz,
N=19), v toni¢nih delih pa 18 Hz (kvartila 15 in 25 Hz, N=19). Tudi odziv na manj
ucinkovite aminokisline je bil pri vecini teh celic (N=15) fazi¢no-tonicen, pri nekaterih
celicah pa, ne glede na obcutljivost celic, tonicen - brez fazi¢nega dela (N=4). Fazi¢ni deli
odzivov na manj ucinkovite aminokisline niso dosegali najvecjih frekvenc, znacilnih za
posamezno celico. Tako je pri celici, ki se je odzivala na L-nVal in L-Met (slika 20), bolj
ucinkovit L-nVal izzvala vi§jo (67 Hz) frekvenco kot manj u¢inkovit L-Met (59 Hz). V
toni¢nih delih odzivov so bile frekvence na bolj in manj ucinkovitih aminokislin podobne,

razlikovale so se najve¢ za 11 Hz. Izjema je bila fazicno-toni¢na celica, pri kateri so se

toni¢ni deli odzivov na razliéne aminokisline razlikovali za 28 Hz.

L-nVal 10“*M
RN (I

L-Met 10“M:

030908a

I

0

T T
0 2 4 6 8 10 12 14 SEKUND

Slika 20: Odziv fazi¢no-toni¢ne vohalne celice, ki se je odzivala na L-nVal in L-Met: akcijski potenciali

(zgoraj) in njihova frekvenca (spodaj).

(Fig. 20: Response of a phasic-tonic ORN that responded to L-nVal and L-Met: action potentials (above) and
their frequency (below).)
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4.4 AMPLITUDE EOG IN STEVILO ODZIVAJOCIH VOHALNIH CELIC

Po Ottosonovi hipotezi (1971) se receptorski potenciali vohalnih celic sestejejo v EOG. Da
bi to hipotezo preverili, smo korelirali Stevila aktiviranih spontano neaktivnih vohalnih
celic z relativnimi amplitudami EOG med drazenjem z istimi aminokislinami. Nevtralne
aminokisline, ki so izzvale velike EOG amplitude (slika 4), so sprozile odziv velikega
Stevila vohalnih celic (slika 21). L-Met oz. L-nVal, ki izzoveta velike EOG amplitude, sta
izzvala elektrofizioloski odziv pri 32 oz. 35 vohalnih celicah, medtem ko je L-Pro, ki
izzove najmanj$o EOG amplitudo, pri visoki koncentraciji (10°M) aktiviral eno samo
vohalno celico. Stevila vohalnih celic, ki so se odzvale na posamezne nevtralne
aminokisline in L-Pro, so znacilno korelirale z relativnimi amplitudami EOG (R=0.77,

p<0.05; slika 22).

N= 44 vohalnih celic

STEVILO VOHALNIH CELIC, KI SO SE
ODZVALE NA POSAMEZNE AMINOKISLINE
N
(=]
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~\2
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N

Slika 21: Stevilo spontano neaktivnih vohalnih celic, ki so se odzvale na posamezne nevtralne aminokisline

(10*M) in iminokislino L-Pro (10°M).

(Fig. 21: Numbers of spontaneously inactive ORNs responding to single neutral amino acids (10*M) and L-
Pro (10°M).)
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Slika 22: Korelacija med $tevili aktiviranih vohalnih celic in relativnimi EOG amplitudami na nevtralne
aminokisline (10*M) ter L-Pro (10°M). R= Pearsonov korelacijski koeficient, debelo je regresijska premica

(metoda najmanjsih kvadratov), tanjsi krivulji oznacujeta 95% interval zaupanja za regresijsko premico.

(Fig. 22: Correlation between numbers of responding ORNs and relative EOG amplitudes to neutral amino
acids (10*M) and L-Pro (10°M). R= Pearson correlation coefficient, thick is regression line (least square

method), thin lines mark 95% confidence interval for the regression line.)



41

Dolensek J. Elektrofizioloski odzivi vohalnih celic ameriskega somica (Ameiurus melas) na aminokisline.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za biologijo, 2007

Veljavnost Ottosonove hipoteze smo preverili Se pri raziskavi koncentracijske odvisnosti
L-norvalinskega odziva. Stevilo aktiviranih vohalnih celic pri razli¢nih koncentracijah L-
nVal je bilo odvisno od koncentracije: 21 pri 10*M, 17 pri 10°M, 11 pri 10°M in 2 pri 10"
"M (slika 23). Tudi EOG odziv na aminokisline v VPV je bil koncentracijsko odvisen
(slika 6). Stevila elektrofiziolosko aktivnih vohalnih celic pri razli¢nih koncentracijah L-
nVal moc¢no korelirajo (R=0.97, p<0.05) z relativnimi amplitudami EOG odzivov pri istih

koncentracijah (slika 24).
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Slika 23: Stevilo spontano neaktivnih vohalnih celic, ki so se odzvale med draZenjem z razliénimi

koncentracijami L-nVal.

(Fig. 23: Numbers of spontaneously inactive ORNs that responded to different L-nVal concentrations.)
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Slika 24: Korelacija med $tevili elektrofiziolosko aktiviranih vohalnih celic in relativnimi EOG amplitudami
pri razlicnih koncentracijah L-nVal. R= Pearsonov korelacijski koeficient, debelo je regresijska premica

(metoda najmanjsih kvadratov), tanjsi krivulji oznacujeta 95% interval zaupanja za regresijsko premico.

(Fig. 24: Correlation between numbers of responding ORNs and relative EOG amplitudes to different L-nVal
concentrations. R= Pearson correlation coefficient, thick is regression line (least square method), thin lines

mark 95% confidence interval for the regression line.)
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4.5 ODZIV SPONTANO AKTIVNIH VOHALNIH CELIC NA AMINOKISLINE V
VPV

Med iskanjem odzivov vohalnih celic na aminokisline smo pogosto opazili spontano
aktivne celice. Poskusi v VPV so bili usmerjeni v iskanje celic brez spontane aktivnosti, pri
nekaj spontano aktivnih celic pa smo posneli lastnosti odzivov na aminokisline v VPV.
Spontano aktivne celice so se na drazenje z ekvimolarno zmesjo aminokislin pogosto
odzvale s supresijo. Z izjemo ene celice je bila ponovljivost odzivov na drazenje z
aminokislinami majhna. Celice, ki so se na zmes aminokislin odzvale s supresijo, smo
drazili Se z desetimi posameznimi aminokislinami. Pri eni izmed teh celic smo lahko
dolocili koncentracijsko odvisnost supresije aktivnosti celice (slika 25). Spontana

frekvenca akcijskih potencialov pri tej celici je bila med 14 in 23 Hz.
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Slika 25: Supresija spontano aktivne vohalne celice v VPV: odziv na deset posameznih aminokislin (zgoraj)
in koncentracijsko odvisen odziv na razlicne koncentracije ekvimolarne zmesi desetih aminokislin v VPV

(mix 10, spodaj).

(Fig. 25: Suppression of spontaneously active ORN in HPW: response to ten single amino acids (above) and
dose-dependant response to different concentrations of equimolar mixture of the ten amino acids (mix10,

below).)
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Ekscitacijo spontano aktivnih celic smo na drazenje z zmesjo aminokislin opazili zelo
redko. Ena od celic, ki smo jo drazili z desetimi aminokislinami, se je odzivala na §tiri (L-
Ala, L-Val, L-ArgHCI in L-Ile) aminokisline (slika 26). Spontana frekvenca akcijskih

potencialov je bila pri tej celici med 1-16 Hz.
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Slika 26: Ekscitacija spontano aktivne vohalne celice v VPV na aminokisline (L-Ala, L-Val, L-ArgHCl in L-

Ile; zgoraj) in na ekvimolarno zmes desetih aminokislin (mix10, spodaj).

(Fig. 26: Excitation of spontaneously active ORN in HPW to amino acids (L-Ala, L-Val, L-ArgHCl in L-Ile;

above) and to equimolar mixture of the ten amino acids (mix10, below).)
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5 RAZPRAVA IN SLKEPI

5.1 RAZPRAVA

5.1.1 Elektroolfaktogram (EOG)

S kalomelno elektrodo oddaljeno ~1 mm od vohalnega epitela rib izmerimo med
draZenjem z vonjavami pocasen negativni potencial — elektroolfaktogram (EOGQG).
Aminokisline, ki so kemijski drazljaji pri vodnih zivalih (Sorensen in Caprio, 1998),
sprozijo razlicne velikosti odzivov EOG. Raziskave vohalne uc¢inkovitosti aminokislin pri
somi¢ih so bile narejene v vodovodni vodi (Caprio, 1978; Caprio in Byrd, 1984;
Valentin€i€ s sod., 2000). Najvec¢jo amplitudo EOG sta izzvali naravna aminokislina L-Met
in aminokislina L-nVal, ki je ni v naravi, najmanj$o amplitudo pa iminokislina L-Pro (slika
4). Podobno vohalno ucinkovitost aminokislin opazimo tudi pri drugih sladkovodnih ribah
(cebrice: Michel in Lubomudrov, 1995) in somicih iz braki¢nih voda (Arius felis: Caprio,
1980).

Visoko prec¢iscena voda (VPV, preglednica 1), s katero smo oblivali vohalni organ, vsebuje
priblizno 1000x manj ionov kot umetna jezerska voda (King in Preston, 1977; Marsot in
Couillard, 1979; Christiansen in Marshall, 1965). Raziskovalci (Kurahashi in Yau, 1994;
Nakamura in Gold, 1987; Leinders-Zufall s sod., 1998; Firestein, 2001) menijo, da so
ionski kanalcki, skozi katere teCejo ioni med nastankom receptorskega potenciala,
razporejeni v membranah cilij oziroma mikrovilov vohalnih celic. Pri sladkovodnih Zivalih
je vohalni epitel izpostavljen sladki vodi, ki vsebuje malo ionov. Kljub temu je vohalni
epitel sladkovodnih rib funkcionalen tudi ve¢ ur po zafetku poskusov (Caprio, 1978;
Caprio in Byrd, 1984; Erickson in Caprio, 1984; Kang in Caprio, 1995, 1997; Michel in
Lubomudrov, 1995) oziroma pri ribah v naravi deluje celo zivljenje. Tudi v VPV smo
lahko 6 ur po zaéetku poizkusov merili ponovljive EOG odzive (slika 3). Koncentracija K,

Ca" in Mg v vodi, ki je iztekala iz nosne votline, je bila skoraj enaka kot v vodi, ki je v
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nosno votlino dotekala (preglednica 1). Koncentracija Na', ki se je pri prehodu nosne
votline najbolj povecala, je ostala v istem velikostnem razredu koncentracij (ug/l) kot ob
dotoku v nosno votlino. Med drazenjem vohalnega organa so vohalne celice izgubile le

malo kationov.

ElektrofizioloSke ucinkovitosti nevtralnih aminokislin in L-Pro v VPV in v deklorirani
vodovodni (Koce, 1999; Valentin¢i¢ s sod., 2000) so bile enake (slika 4). Enako
ucinkovitost aminokislin v obeh medijih potrjuje visoka korelacija (R=0.94, p<0.05) med
amplitudami EOG odzivov v VPV in deklorirani vodovodni vodi (slika 5). Vohalni organ
somicev je elektrofiziolosko enako ucinkovit v vodah z malo ioni in vodah, ki skoraj ne
vsebujejo ionov. Bazi¢ni aminokislini (pH raztopin L-LysHCI, L-ArgHCl v VPV in pH
VPV so skoraj enaki) sta izzvali veliko ve¢je odzive v VPV kot v vodovodni vodi (slika 4).
Velika EOG amplituda ne odraza velikega Stevila vohalnih celic, ki so se odzvale na
drazenje z bazi¢nimi aminokislinami. Na L-LysHCI so se odzvale 4 celice, 3 pa na L-

ArgHCI, kar je v primerjavi z 35 celicami, ki so se odzvale na L-nVal, zelo malo.

Elektrofizioloski vohalni odziv je bil neodvisen od koncentracije ionov v vodi okoli
vohalnega epitela tudi pri zlati ribici, kjer so primerjali vohalne odzive v umetni sladki
vodi in v umetni sladki vodi brez kalcija ali natrija (Hubbard s sod., 2002) in lososu
Oncorhynchus keta, kjer so primerjali vohalne odzive v sladki in morski vodi (Shoji s sod.,

1994).



47

Dolensek J. Elektrofizioloski odzivi vohalnih celic ameriskega somica (Ameiurus melas) na aminokisline.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za biologijo, 2007

5.1.2 Odzivi spontano neaktivnih vohalnih celic na draZenje z razli¢nimi

aminokislinami

Odzive spontano neaktivnih vohalnih celic so opazovali tudi pri dvozivkah (Getchell,
1973; Dione, 1992; Trotier in Macleod, 1983) in plazilcih (Mathews, 1972). Stevilo
spontano neaktivnih vohalnih celic rib, ki so so odzval na aminokisline, je bilo v preteklih
raziskavah zelo majhno (Miklavc, 2003, Valentin€ic s sod., 2005). Najbolj verjetni razlog
za majhno Stevilo opazenih spontano neaktivnih celic, ki se odzovejo na aminokisline, je v
prevajanju elektrofizioloskega signala mimo elektrode (angl. shunting). VPV vsebuje malo
ionov in ima veliko upornost (>18.2MQcm), prevajanje mimo elektrode je majhno, odzive
vohalnih celic lahko opazimo iz ve¢je razdalje kot v vodovodni vodi. Spontano neaktivne
vohalne celice smo drazili z desetimi aminokislinami. Dolo¢ili smo koncentracijsko

odvisnost odzivov za zelo draze¢i aminokislini L-nVal in L-Met.

Alkasab s sod. (2002) je hipoteti¢no predvidel prisotnost ozko specializiranih vohalnih
celic in drugih celic, ki so Siroko uglasene - niso specializirane. Vohalni receptorski
proteini v nosu misi in podgan, ki so jih izrazili z metodo heterologne ekspresije, vezejo
ozek nabor vonjav (Bozza s sod., 2002; Abaffy s sod., 2006; Araneda s sod., 2000).
Receptorski protein ima vedno najvecjo vezavno afiniteto za eno od vonjav, ta izzove
najvecji odziv celice, nekaj, obi¢ajno kemijsko sorodnih snovi se z manjSo afiniteto veze
na isti receptorski protein, take vonjave izzovejo manjsi odziv celice. Raziskave odzivov
vohalnih celic Zab in vivo so pokazale spontano aktivne celice, ki se odzovejo na kemijsko
razlicne vonjave z ekscitacijo (Revial s sod., 1982; Duchamp-Viret s sod., 1999).
Predvidevajo, da imajo vohalne celice Zab med seboj prekrivajoce spektre odzivnosti.
Podobno se pri paglavcih zabe krempljicarke (Xenopus laevis) ista vohalna celica odziva

na kemijsko razli¢ne aminokisline (Manzini in Schild, 2004).
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PribliZzno tretjina (30%) spontano neaktivnih celic ameriSkega somica se je odzivalo na eno
aminokislino (L-Ala, L-Met ali L-nVal) (slika 9). Najve¢ celic (39%) se je odzivalo na L-
Met in L-nVal, pri vecini teh celic je bil odziv na L-nVal vecji od odziva na L-Met (sliki 9
in 10). Ker na zemlji ni naravnega L-nVal, lahko pojmujemo, da so te celice specializirane
za L-Met. Pri dveh celicah je bila dolzina odziva na najbolj u¢inkovito aminokislino (L-
Val; L-Pro) vsaj dvakrat daljSa od odziva na drugo najbolj u¢inkovito aminokislino. Izjema
sta bili celici, ki sta se priblizno enako dolgo odzivali na L-LysHCI in L-ArgHCI. Afiniteto
vohalnega receptorja 5.24 za L-Lys in L-Arg pri zlati ribici je priblizno enaka (Speca s
sod., 1999). Vse celice, ki so se pri 10*M koncentraciji aminokislin odzivale na ve¢ kot
dve aminokislini, so bile najbolj obcutljive na eno izmed aminokislin. Z izjemo ene celice
je bil to L-nVal. Pri nizkih koncentracijah so tudi te celice specialisti za L-nVal. Celice, ki
bi se enako odzivala na vec¢ kot 2 aminokislini, nismo opazili, od 22 celic, ki so se odzvale

na dve aminokislini, so se le 3 odzvale enako na obe aminokislini.

Odzivi vohalnih celic vretencarjev so koncentracijsko odvisni. Pri misih (Bozza s sod.,
2002), moceradu Ambystoma tigrinum (Getchell in Shepherd, 1978a; Firestein s sod.,
1993), zabi Rana temporaria (Reisert in Matthews, 1999), zlata ribici Carassius auratus in
cebrici Danio rerio (Luu s sod., 2004) saturirajo receptorski tokovi ali frekvence akcijskih
potencialov znotraj priblizno desetkratnega prirastka koncentracije drazljaja. Med
elektrofizioloSkimi meritvami odziva spontano aktivnih vohalnih celic kanalskega somica
Ictalurus punctatus niso opazili koncentracijske odvisnosti vohalnega odziva (Kang in
Caprio, 1995; Kang in Caprio, 1997). Nasprotno pa so se vse spontano neaktivne vohalne
celice ameriSkega somica na draZenje z aminokislinami odzvale koncentracijsko odvisno.
Vec kot polovica (57%) spontano neaktivnih vohalnih celic se je na aminokisline odzivalo
toni¢no (sliki 14 in 15). Frekvenca akcijskih potencialov v odzivih na razli¢ne
koncentracije testne aminokisline L-nVal je dosegla najve¢jo vrednost (mediana frekvenca
celic 17 Hz) pri koncentracijah, ki so bile priblizno ~10x vecje od vzdraznostnega praga
celice. Manj kot polovica vohalnih celic (43%) se je pri koncentracijah, ki so bile ve¢ kot
10x vecje od vzdraznostnega praga, odzivalo fazi¢no-toni¢no (sliki 16 in 17). Odziv je
sestavljal zacetni kratek (<300 ms) fazi¢ni del (mediana frekvenca celic 68 Hz) in daljsi

tonicni del (mediana frekvenca celic 19 Hz).
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Toni¢ni odziv se je pri koncentracijah L-nVal, ki so bile ve¢ kot 10x visje od
vzdraznostnega praga, pricel s saturirano frekvenco akcijskih potencialov. Nasprotno pa
fazi¢ni deli odzivov niso saturirali celo pri koncentracijah, ki so bile ve¢ kot 1000x vecje
od vzdraznostnega praga. Prisotnost fazicnega dela v odzivih ni bila povezana z
obcutljivostjo ali dolzino odziva vohalnih celic. Dolge odzive, ki so trajali ve¢ kot 20
sekund, smo opazili tako pri fazi¢no-toni¢nih kot pri toni¢nih celicah. Fazi¢no-toni¢ne
lastnosti so opisali pri spontano aktivnih (~0.3 Hz) celicah mocerada (Getchell, 1978a,

1978b).

Med dolgotrajnim draZzenjem vohalnih celic moc¢erada je Getchell (1978b) opazil, da odzivi
celic ne adaptirajo — dolzina prozenja akcijskih potencialov je sledila dolzini drazenja. Ali
tudi odziv spontano neaktivne vohalne celic med daljSim drazenjem ne adaptira? Trajanje
draZenj vohalnih celic pri razlicnih koncentracijah aminokislin smo ocenili z izraCunom
Stevila delcev drazljaja v vodi v nosni votlini po izbranih Casih (slika 2). Po prenehanju
dovajanja aminokisline v nosno votlino njena koncentracija eksponencialno upada. Po
zagetku draZenja z 10*M koncentracijo aminokisline upade njena koncentracija pod
vzdraznostni prag najbolj obéutljivih opazenih celic (10"M) v manj kot 13.2 s, po zagetku
drazenja z 10°M aminokislino v manj kot 9.4s in po zaGetku draZenja z 10°M
aminokislino v manj kot 5.6 s. Tako ocenjena trajanja koncentracij L-nVal, ki so nad
opazenimi vzdraznostnimi pragi celic (slika 27), se razmeroma dobro ujemajo z
izmerjenimi dolzinami odzivov celic (slika 12). Sklepamo, da odzivi spontano neaktivnih

vohalnih celic med draZenjem, ki je bilo krajSe od 13.2 s, niso adaptirali.
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Slika 27: Ocenjena trajanja draZenja vohalnega organa z koncentracijami L-nVal, ki so ve&je 10"M (&rno,
debela &rta), 10°M (rdece, debela &rta), 10°M (modro, debela &rta) in 10*M (zeleno, debela &rta). Tanjse &rte
prikazujejo izmerjene dolzine odzivov vohalnih celic, ki so imele vzdraznostne prage pri 10”M (o), pri 10°

M (rdege), pri 10°M (modro) in pri 10*M (zeleno) L-nVal.

(Fig. 27: Estimated durations of stimulation with L-nVal concentrations that were larger than 10”M (thick
black line), 10°M (thick red line), 10°M (thick blue line) and 10*M (thick green line). Thin lines present
response durations of ORNs with thresholds at 107"M (black), at 10°M (red), at 10°M (blue) and at 10*M
(green) L-nVal.)
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5.1.3 Amplitude EOG in Stevilo odzivajoc¢ih vohalnih celic

EOG je preprosta metoda meritve ucinkovitosti drazljajev, vendar do sedaj mehanizem
nastanka EOG signala ni bil potrjen z odzivi posameznih celic. Ottoson (1971) je
predvidel, da je EOG odziv seStevek receptorskih potencialov vohalnih celic. Pri ribah so
bile raziskave vohalnih celic zadnjih 12 let usmerjene v raziskave spontano aktivnih celic v
vodovodni vodi (Kang in Caprio, 1995; Kang in Caprio, 1997; Valentin¢i¢ in Koce, 2000;
Valentin€ic¢ s sod., 2005). Ales Koce (1999) in Pika Miklavc (2003) sta med drazenjem z
aminokislinami opazovala aminokislinske odzive >500 takih celic. Tako pri kanalskem kot
pri ameriSkem somicu se ve€ina spontano aktivnih celic na drazenje z aminokislinami
odzove s supresijo -zmanjSanjem frekvence akcijskih potencialov (Kang in Caprio, 1995;
Koce, 1999; Miklavc, 2003; Valentin¢i¢ s sod., 2005). Pri ameriSkem somicu so supresijski
odzivi na aminokisline slabo ponovljivi in vecinoma niso koncentracijsko odvisni. Edina
celica, pri kateri smo v VPV dolocili koncentracijsko odvisnost supresije, se je odzvala s
supresijo na vse testne aminokisline (slika 25). Odziv takSnih celic ne omogoca
razlikovanja aminokislin. Le tri procente spontano aktivnih celic se je na drazenje z
aminokislinami odzvalo s koncentracijsko odvisno ekscitacijo. Samo transducer, ki se
ponovljivo in koncentracijsko odvisno odziva na drazenje, lahko kodira lastnosti
drazljajev, ostalo je Sum v cutilu. Majhno S$tevilo koncentracijsko odvisnih odzivov
spontano aktivnih celic in slaba ponovljivost rezultatov pri zaporednem drazenju izkljuci
spontano aktivne vohalne celice kot kodirajoCe nevrone. Valentin€ic s sod. (2005)
predlaga, da so supresijski odzivi najverjetneje lastnost mladih vohalnih celic, katerih
aksoni vzpostavljajo povezave z ustreznimi mitralnimi celicami v vohalnem bulbusu,
supresija njihovega delovanja poveca razliko med aktivnostjo vzburjenih spontano

neaktivnih vohalnih celic in aktivnostjo zavrtih spontano aktivnih vohalnih celic.
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Ce je Ottosonova hipoteza (1971) pravilna, priakujemo pozitivno korelacijo med odzivi
vohalnih celic in amplitudo EOG. Spontano neaktivne vohalne celice imajo razli¢ne
vzdrazne prage za L-nVal, najbolj obéutljive celice so se odzvale na 10”M koncentracijo te
aminokisline (slika 23). Vi§je koncentracije L-nVal so sprozile odzive ve¢jega Stevila
spontano neaktivnih vohalnih celic — kodiranje z rekrutiranjem (Korsching, 2005;
Duchamp-Viret s sod., 1999; Mueller s sod., 2005). Po drazenju z razlicnimi
koncentracijami L-nVal je Stevilo aktiviranih spontano neaktivnih vohalnih celic znacilno
koreliralo z amplitudami EOG (R=0.97, p<0.05) (slika 24). Kodiranje kvantitete torej
poteka z rekrutiranjem vohalnih celic, ki sledi povecevanju koncentracij aminokisline.
Vzporedno se povecuje amplituda EOG. To potrjuje tudi hipoteticna EOG krivulja (slika
28), ki je izraCunana iz Stevila aktiviranih vohalnih celic pri razli¢nih ¢asih po zacetku
draZenja in pri razlicnih koncentracijah L-nVal. Oblike izracunanih EOG signalov za
razlicne koncentracije L-nVal se ujemajo z oblikami eksperimentalno izmerjenih EOG

odzivov pri istih koncentracijah L-nVal.
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Slika 28: (A) izmerjeni EOG in (B) iz Stevila aktiviranih spontano neaktivnih vohalnih celic izracunani EOG

med drazenjem z razli¢nimi koncentracijami L-nVal.

(Fig. 28: (A) measured EOG and (B) from number of responding ORNSs calculated EOG to different L-nVal

concentrations.)



54

Dolensek J. Elektrofizioloski odzivi vohalnih celic ameriskega somica (Ameiurus melas) na aminokisline.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za biologijo, 2007

Ali velja Ottosonova hipoteza tudi za razli¢ne lastnosti aminokislin? Bolj ucinkovite
aminokisline, ki izzovejo ve¢jo amplitudo EOG, so izzvale odziv vecjega Stevila spontano
neaktivnih celic (slika 21). Na nevtralne aminokisline in L-Pro so Stevila odzivnih vohalnih
celic znacilno korelirala (R=0.77, p<0.05) z relativnimi amplitudami EOG (slika 22).
Izracunana korelacija je znacilna Ze pri razmeroma majhnem (44 celic) vzorcu vohalnih
celic. Ocenjeno Stevilo vohalnih celic je bilo pri Sarenki 45000 + 26600 (Sato in Suzuki,
2001). Smatramo, da bolj uc¢inkovite aminokisline vzdrazijo vecje Stevilo vohalnih celic in
sprozijo ve¢jo amplitudo EOG (slika 22), ki je najverjetneje posledica vecjega Stevila
aktiviranih vohalnih celic. Tako odzivi spontano neaktivnih vohalnih celic potrjujejo
Ottosonovo hipotezo (1971), da je EOG odziv seStevek receptorskih potencialov vohalnih

celic.
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5.2 SKLEPI

Ugotovili smo, da je pri ameriSkem somicu (Ameiurus melas) -elektrofizioloska
ucinkovitost aminokislin v visoko precis¢eni vodi (VPV) enaka kot v vodovodni vodi.
Enako ucinkovitost aminokislin podpira visoka korelacija med relativnimi amplitudami

EOG nevtralnih aminokislin in L-Pro v VPV in vodovodni vodi.

Vecina spontano neaktivnih vohalnih celic so ozko specializirani nevroni, ki se najmoc¢neje
odzivajo na eno aminokislino. Priblizno tretjina vohalnih celic so bili specialisti, ki so se
odzivali na eno (L-nVal: N=7; L-Met: N=4; L-Ala: N=2) izmed desetih testnih
aminokislin. Sedemnajst vohalnih celic se je odzivalo na aminokislini L-nVal in L-Met.
Ker L-nVal v naravi ni, so te celice najbolj verjetno specialisti za naravno aminokislino L-
Met, torej lahko tudi te celice uvstimo med specializirane celice. Vse vohalne celice, ki so
se odzivale na 3-6 aminokislin, so se najbolj odzivale na eno od aminokislin. Pri nizkih
koncentracijah aminokislin lahko tudi te celice delujejo kot specializirane celice. Le Stiri

izmed 44 celic se je priblizno enako odzvalo na dve aminokislini.

Spontano neaktivne vohalne celice so se ponovljivo in koncentracijsko odvisno odzivale na
drazenje z aminokislinami. Pri 21 vohalnih celicah, ki so se odzivale na L-nVal, smo
dologili koncentracijsko odvisnost odzivov v razponu koncentracij 10°M — 10*M. Na
draZzenje so se vohalne celice odzivale toni¢no (N=9) ali fazi¢no-toni¢no (N=12).
Frekvenca akcijskih potencialov toni¢nih odzivov je dosegla najvecjo vrednost (saturirala)
pri koncentracijah L-nVal, ki so ~10x ve¢je od vzdraznostnega praga celice. Frekvenca
med faziénimi odzivi ni saturirala celo pri koncentracijah, ki so bile 1000x vecje od

vzdraznostnega praga celice.

Ottosonova hipoteza (1971) predvideva, da je EOG sestevek receptorskih potencialov
mnoZice vohalnih celic. Stevila spontano neaktivnih vohalnih celic, ki so se odzvala na (A)
razlicne koncentracije L-nVal ali (B) na razli¢ne aminokisline pri istih koncentracijah so

znacilno korelirala z amplitudami EOG odzivov. Prav tako se hipoteticna krivulja EOG,
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izraCunana iz Stevila aktiviranih vohalnih celic pri razli¢nih koncentracijah L-nVal ujema z

izmerjeno krivuljo EOG odziva. S tem potrjujemo Ottosonovo hipotezo (1971).
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6 POVZETEK (SUMMARY)

6.1 POVZETEK

Raziskovali smo elektrofizioloSki odziv vohalnih organov ameriskega somica (Ameiurus
melas) med drazenjem z aminokislinami. Ribje vohalne celice, ki se odzivajo na draZenje z
aminokislinami, so pred drazenjem spontano aktivne ali neaktivne. Vecina spontano
aktivnih vohalnih celic se je odzivalo na drazenje z aminokislinami s supresijo, le malo
celic se odzvalo z ekscitacijo (Kang in Caprio, 1995, 1997). Problem je, da vecina odzivov
ribjih vohalnih celic ni ponovljivih. Spontana aktivnost je najverjetneje lastnost mladih
vohalnih celic, njihovi odzivi med drazenjem z aminokislinami verjetno povecajo razmerje
signala proti Sumu v vohalnem organu, kjer pa kodirajo¢i nevroni Se niso bili identificirani.
Pri ribah so opazili le malo spontano neaktivnih vohalnih celic, ki se odzivajo na vohalne
drazljaje. Zelo tezko je z elektrodo poiskati nevrone, ki pred draZzenjem ne oddajajo
elektricnih signalov. Zato smo snemali odzive spontano neaktivnih vohalnih celic na
drazljaje v visoko precisc¢eni vodi (VPV, R>18.2MQcm), v kateri lahko steCe malo
elektrinine mimo snemalne elektrode, najdemo lahko oddaljene spontano neaktivne
vohalne celice, ki niso v neposrednem stiku elektrodo. Uspesno smo posneli odzive 44
vohalnih celic na deset aminokislin (L-Ala, L-Ser, L-Met, L-Leu, L-Ile, L-Val, L-nVal, L-
ArgHCl, L-LysHCI pri 10*M in L-Pro pri 10?M) in dolo¢ili lastnosti koncentracijske
odvisnosti celic na zelo u¢inkovito aminokislino L-nVal (N=21). Vzporedno z odzivi

vohalnih celic smo merili elektroolfaktogram (EOG).

Nevtralne aminokisline in L-Pro so bile enako u¢inkovite v VPV in v vodovodni vodi. L-
Met in L-nVal sta izzvali najvecji amplitudi EOG, najmanjSo pa L-Pro. Visoka korelacija
med relativnimi amplitudami EOG v VPV in vodovodni vodi potrjuje enako ucinkovitost

aminokislin v obeh medijih.

Vecina spontano neaktivnih vohalnih celic je specializiranih nevronov, ki se najmocneje

odzovejo na eno vonjavo. Priblizno tretjina celic se je odzvala bodisi na L-nVal (N=7), na
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L-Met (N=4) ali na L-Ala (N=2). Sedemnajst vohalnih celic se je odzivalo na drazenje z L-
nVal in L-Met. Ker L-nVal v naravi ni, so te celice najverjetneje specializirane za L-Met.
Pri dveh celicah je bila dolzina odziva na najbolj uc¢inkovito aminokislino (L-Val; L-Pro)
vec kot dvakrat dalj$a od odziva na manj uc¢inkovito aminokislino. Nekaj vohalnih celic se
je odzivalo na tri (N=3), stiri (N=2), pet (N=2) in Sest (N=2) aminokislin. Te celice so
imele odziv na najbolj u€inkovito aminokislino vsaj dvakrat dalj$i kot odziv na ostale
aminokisline. Pri nizkih koncentracijah aminokislin so tudi te celice specializirani nevroni.
Le stiri izmed 44 vohalnih celic se je priblizno enako odzivalo na dve aminokislini (L-

LysHCI/L-ArgHCI, L-Val/L-nVal ali L-Met/L-nVal).

Vse spontano neaktivne vohalne celice so se na drazenje z aminokislinami odzivale
koncentracijsko odvisno. Dvanajst izmed 21 vohalnih celic se je na L-nVal odzivalo
fazi¢no-tonicno. V fazicnem odzivu frekvenca akcijskih potencialov ni saturirala pri
koncentracijah L-nVal, ki so bile 1000x vecje od vzdraznega praga celice. Devet izmed
enaindvajsetih vohalnih celic se je na L-nVal odzvalo le toni¢no. Pri vseh toni¢nih odzivih
je frekvenca akcijskih potencialov saturirala pri koncentracijah L-nVal, ki so bile ~10x

vecje od vzdraznega praga celice.

Mehanizmi nastanka EOG (1971) niso bili podprti z podatki. Ce je EOG vsota receptorskih
potencialov vohalnih celic, pri¢akujemo pozitivno korelacijo med §tevili odzivnih vohalnih
celic in amplitudami EOG. Stevila spontano neaktivnih vohalnih celic, ki so se odzvala na
10®*M — 10*M koncentracije L-nVal, so mo¢no korelirala z relativnimi amplitudami EOG.
Iz Stevil aktiviranih vohalnih celic pri razli¢nih koncentracijah L-nVal smo izracunali
hipoteticne EOG krivulje. Rekrutacija vohalnih celic je sledila izmerjenemu EOG. Ali je
Ottosonova hipoteza (1971) pravilna tudi za razlicne aminokisline? Bolj ucinkovite
aminokisline so sprozile odziv vecjega Stevila spontano neaktivnih vohalnih celic kot manj
ucinkovite aminokisline. Za nevtralne aminokisline in L-Pro so Stevila odzivnih spontano
neaktivnih vohalnih celic znacilno korelirala z relativnimi amplitudami EOG. Visoki

korelaciji potrjujeta Ottosonovo hipotezo (1971).
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6.2 SUMMARY

We investigated electrophysiological responses of black bullhead catfish (Ameiurus melas)
olfactory organs to amino acid stimuli. Prior to stimulation, fish olfactory receptor neurons
(ORNs) are either spontaneously active or inactive. Most spontaneously active ORNs
respond to amino acids with suppression, few responded with excitation (Kang in Caprio,
1995, 1997). The problem is that most responses of fish spontaneously active ORNs are
not repeatable. Spontaneous activity is a likely property of young ORNSs, their responses
during the amino acid stimulation is likely to increase signal to noise ratio in an olfactory
organ where the coding neurons were not identified. In fishes few spontaneously inactive
ORNSs were ever observed to respond to olfactory stimuli. It is extremely difficult to locate
with the electrode neurons that do not emit electric signals before stimulation. Therefore
we recorded spontaneously inactive ORNs responsiveness to stimuli in highly purified
water (HPW, R>18.2MQcm), which produces little shunting of electrophysiological signal
and enables monitoring distant spontaneously inactive ORNSs that are not in contact with
the recording electrode. We successfully recorded series of responses of 44 ORNs to ten
amino acids (L-Ala, L-Ser, L-Met, L-Leu, L-Ile, L-Val, L-nVal, L-ArgHCI, L-LysHCI at
10*M and L-Pro at 10°M) and determined ORNSs dose-response characteristics for the
highly stimulatory amino acid L-nVal (N=21). Simultaneously with single unit activities

we measured electroolfactogram (EOG).

Neutral amino acids and L-Pro were equally effective in HPW and in tap water. Amino
acids L-Met and L-nVal triggered the largest EOG amplitudes and L-Pro evoked the
smallest EOG amplitude. High correlation between relative EOG amplitudes in HPW and

in the tap water corroborated equal amino acid effectiveness in both media.

Majority of spontaneously inactive ORNs are specialized receptor neurons that respond
best to one amino acid. Approximately one third of ORNs responded to L-nVal (N=7), L-
Met (N=4) or L-Ala (N=2) only. Seventeen ORNSs responded to L-nVal and L-Met. Since
L-nVal is not a natural amino acid, these ORNs are likely specialized L-Met neurons. In

two ORNSs the response to the most effective amino acid (L-Val; L-Pro) was >twice larger
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than the response to less effective amino acids. Some ORNs responded to three (N=3), four
(N=2), five (N=2) or six (N=2) amino acids. In these ORNSs the firing response to the most
effective amino acid was >twice longer than the responses to any other amino acid. At low
amino acid concentrations these ORNSs are also specialized neurons. Only four out of 44
ORN s responded equally well to two amino acids (L-LysHCI/L-ArgHCI, L-Val/L-nVal or
L-Met/L-nVal).

All spontaneously inactive ORNs responded to amino acid stimulation dose-dependently.
Twelve out of twenty-one ORNs responded to L-nVal with phasic-tonic activity. The
phasic action potential frequencies did not saturate for concentrations up to 1000x above
the neuron’s thresholds. Nine out of twenty-one ORNs responded to L-nVal with tonic
activity only. For all the tonic activities the action potential frequencies saturated at L-nVal

concentration that were ~10x larger that the thresholds.

Mechanisms underlying the amplitude of EOG (Ottoson, 1971) were not supported by
data. If EOG is the sum of ORNSs' receptor potentials, one can expect positive correlation
between numbers of ORNs responding to amino acids and EOG amplitudes. The number
of spontaneously inactive ORNs responding to 10°M — 10*M L-nVal concentrations
correlated highly with the relative EOG amplitudes. From numbers of activated ORNs at
different L-nVal concentrations we calculated hypothetical EOG curves. ORNs recruitment
closely followed the EOG predictions. Is the Ottoson hypothesis also true also for different
amino acids? The more effective amino acids triggered responses in larger number of
spontaneously inactive ORNs than the less effective amino acids. For neutral amino acids
and L-Pro the numbers of responding ORNSs correlated significantly with the relative EOG
amplitudes. The high correlations strongly support the Ottoson hypothesis (1971).
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