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Sammendrag

Nar karuss, Carassius carassius L., eksponeres for substanser fra skadet skinn fra fisk av

samme art, utleses en karakteristisk atferd kalt alarmreaksjon. Fisken svemmer mot

bunnen og virvler opp mudder, som kan gi skjul for en predator. Tidligere studier har vist

at reaksjonen formidles av spesifikke deler av lukteorganet. I denne oppgaven ble det

undersekt hvordan et hayere hjernesenter, telencephalon, er involvert i1 prosessering av

alarmstimuli. Tre ulike metoder ble benyttet for & kartlegge hvordan alarmstimuli

prosesseres i telencephalon:

Projeksjoner fra sekundarnevronene i bunten av tractus olfactorius som formidler
alarmreaksjonen, mMOT (den mediale delen av den mediale bunten) og de andre
buntene av traktus ble sporet anatomisk med nervefargen Dil. Studiet viste at
bunten mMOT projiserte til et ventromedialt felt prekommissuralt, mens LOT
(den laterale bunten) og IMOT (den laterale delen av den mediale bunten)
projiserte mer basolateralt. Buntenes projeksjoner overlappet i det ventrolaterale
feltet prekommissuralt og i det sentrale feltet postkommissuralt.

Tertizere og heyere ordens nevroner som ble aktivert ved stimulering med
skinnekstrakt ble kartlagt immunohistokjemisk ved a farge for
transkripsjonsfaktoren c-Fos, som kan brukes som en marker for nerves aktivitet.
Immunoreaktive celler ble markert i fire omrader i telencephalon: det mediale
omradet prekommissuralt, det ventrolaterale omradet prekommissuralt, det
dorsolaterale omridet postkommissuralt, og det sentrale omradet
postkommissuralt.

Nerves aktivitet fra nevroner i telencephalon ble registrert ekstracellulaert mens
lukteepitelet ble stimulert med alarm- og andre luktstimuli: gallesalt,
kjonnsferomon og en aminosyreblanding. Nevroner 1 telencephalon svarte pa
kjemisk stimuli 0-15 s etter at stimuli nddde lukteepitelet, med en frekvensekning

pa ca. 100 % som varte i minimum 5 s. De fleste cellene var spesifikke, og svarte



kun pé en type stimulus. Noen celler svarte pa to eller tre stimuli, men ingen

svarte pa alle fire stimuli.

Eksperimentene viser at flere omrider i telencephalon kan vere involvert i
alarmprosessering: det mediale og ventrolaterale omradet prekommissuralt og det
dorsolaterale og sentrale omradet postkommissuralt. Funn fra alle tre metoder viser
overensstemmelse for tre av omrddene: Det ventromediale omradet prekommissuralt, det
ventrolaterale omradet prekommissuralt og det sentrale omradet postkommissuralt. I
tillegg ble aktiverte celler pavist immunohistokjemisk og elektrofysiologisk i to omrader:
det dorsomediale omradet prekommissuralt og det dorsolaterale omradet
postkommissuralt. Disse to omradene er sannsynligvis involvert i hgyere ordens
prosessering av alarmstimuli. Bade feltene som ble kartlagt anatomisk med Dil, og

omrddene som ble kartlagt immunohistokjemisk var bilaterale.
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Innledning

Alarmreaksjon ble forste gang beskrevet hos erekyte av Karl von Frisch (von Frisch,
1941). Han observerte at substanser fra skadet fiskeskinn utleste en karakteristisk atferd
hos annen fisk i stimen. Fisken svemte raskt til skjulesteder naer bunnen, en atferd som
kan tolkes som en antipredatoratferd. Von Frisch viste at reaksjonen formidles av
luktesansen, og at det spesielle “skrekkstoffet” er en eller flere substanser som frigis fra
skadet epidermis. Alarmreaksjon har senere blitt pavist hos en rekke arter fisk,
hovedsakelig i overorden Ostariophysi (Pfeiffer, 1962; Smith, 1992). Atferdsmensteret
varierer, sannsynligvis som folge av tilpasning til ulike miljoer. I denne oppgaven
studeres alarmreaksjon hos karuss. Karuss har mudderbunn 1 sitt naturlige miljo.
Alarmreaksjonen arter seg ved at fisken svemmer med raske, stakkato bevegelser mot

bunnen og virvler opp mudder som skjuler den for en eventuell predator.

Hos karuss har senere studier vist at alarmreaksjon formidles av helt spesifikke deler av
lukteorganet. Lukteorganet hos fisk kan deles inn i lukteepitel, bulbus olfactorius
(luktelappen) og tractus olfactorius (traktus). Alarmreaksjonen medieres av en spesiell
type sanseceller i lukteepitelet (Hamdani el & Daving, 2002). Disse sansecellene
projiserer til et bestemt omrade 1 luktelappen (Hamdani el & Doving, 2003). Fra
luktelappen til et hayere hjernesenter, telencephalon, formidles alarmreaksjonen av

sekundaere sanseceller som danner en egen bunt av traktus (Hamdani et al., 2000).

Hvor de sekundare sansecellene projiserer i telencephalon, er ikke kartlagt hos karuss.
Hvordan telencephalon er involvert i prosessering av alarmstimuli er heller ikke studert,
verken anatomisk eller funksjonelt. Hovedmalet med denne oppgaven er & studere
prosessering av alarmstimuli i telencephalon. Ved & applisere nervefargen Dil pé de ulike
buntene av traktus, spores sekundarnevronenes projeksjoner i telencephalon anatomisk.
Videre studeres aktivering av tertiere og hoyere ordens nevroner. Lukteorganet
eksponeres forst for alarmstimuli. Deretter farges telencephalon immunohistokjemisk for

proteinet c-Fos, som kan brukes som en marker for gkt nerves aktivitet. Ekstracellulere
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registreringer fra nevroner i telencephalon gjeres med utgangspunkt i resultater fra Dil-
og c-Fos-eksperimentene. Nerves aktivitet registreres mens lukteepitelet stimuleres med

alarm- og andre luktstimuli: gallesalt, kjennsferomon og en aminosyreblanding.
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Lukteorganets anatomi og funksjon

Fiskens lukteorgan er involvert i flere sentrale livsprosesser som matsek, gyteatferd,
migrasjon og slektsgjenkjenning. Ulike luktstimuli kan utlese karakteristiske
atferdsmenstre. Aminosyrer, nukleotider og polyaminer er knyttet til matsok,
kjennsferomoner til gyteatferd, og gallesalter til migrasjon og slektsgjenkjenning
(Hamdani & Dgving, 2005). Substanser som frigis fra ett individ og har spesifikk effekt
pa individer av samme art, kalles feromoner. Bdde alarmsubstans, kjennsferomon og

gallesalt er feromoner. Figur 1 viser en oversikt over lukteepitelet og hjernen hos karuss.

Figur 1: Dorsalt oversiktsbilde av lukteepitelet og hjernen hos karuss

Hos torskefisk, karpefisk og maller er traktus lang fordi luktelappen er lokalisert neer
lukteepitelet. Disse artene er derfor godt egnet for & manipulere traktus eksperimentelt (foto E.H.
Hamdani).
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Lukteepitelet
Det perifere lukteorganet hos fisk bestar av to dorsalt plasserte luktegroper. I basis av

hver grop er en rosett som er organisert i lameller med lukteepitel. Hver grop har en
fremre og en bakre apning. lukteepitelet eksponeres for luktstimuli ved at vann stremmer
inn gjennom den fremre apningen, og ut gjennom den bakre. I lukteepitelet finnes tre
typer sanseceller:

o Cilierte sanseceller (Ichikawa & Ueda, 1977)

e Mikrovillieere sanseceller (Thommesen, 1983)

e Sanseceller kalt kryptceller (Hansen & Zeiske, 1998; Hansen & Finger, 2000)
Hos karuss er cellekroppen til hver celletype lokalisert i bestemte lag i epitelet (Fig. 2) De
cilierte sansecellene har lange dendritter, og cellekroppen i dype lag av epitelet.
Mikrovillizere sanseceller har cellekroppen i midtre lag av epitelet. Kryptceller har korte
dendritter og cellekroppen er lokalisert 1 apikale lag av lukteepitelet. De morfologiske
forskjellene reflekterer trolig ulike funksjonelle egenskaper. Hos gullfisk og maller er det
vist at hver av celletypene utrykker en egen klasse av reseptorer og er sensitive for ulike
typer luktstimuli (Ngai et al., 1993; Hansen et al., 2003; Hansen et al., 2004). Sanseceller
med lik morfologi og funksjon er spredt i lukteepitelet, men konvergerer til de samme
omradene av luktelappen. Funksjonelle egenskaper har hos karuss blitt utledet fra
projeksjonene til luktelappen. Cilierte sanseceller projiserer til mediale omrader, som er
sensitive for skinnekstrakt. De blir derfor antatt & formidle alarmstimuli (Hamdani el &
Doving, 2002). Cilierte celler er imidlertid knyttet til gallesalter hos erret (Thommesen,
1983). De Mikrovillizre sansecellene projiserer til laterale deler av luktelappen, som er
sensitive for aminosyrer, og aktiveres derfor trolig av denne typen luktstimuli (Hamdani
et al., 2001). Kryptcellenes funksjon er ikke kjent, men de kan vare sensitive for
kjennsferomoner (Hamdani & Deving, 2005).

Luktelappen
Fra lukteepitelet projiserer de primare sansecellene via nervus olfactorius til

luktelappene. Luktelappene er to ovale strukturer. I luktelappen terminerer sansecellene 1
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synaptiske strukturer kalt glomeruli, hvor de konvergerer pé sekundarnevroner.
Morfologisk like sanseceller projiserer til glomeruli i samme omrade av luktelappen (Fig.
2). En kjemotopisk inndeling av luktelappen hos fisk, der spesifikke deler aktiveres av
bestemte luktstimuli er beskrevet i flere studier (Thommesen, 1978; Doving et al., 1980;
Friedrich & Korsching, 1997). Hos karuss er det vist at cilierte sanseceller projiserer til
mediale omrader i luktelappen, som aktiveres av alarmstimuli (Hamdani el & Dgving,
2002, 2003). Laterale omrader sensitive for aminosyrer (Hamdani et al., 2001). Ventrale
omrdder er trolig sensitive for kjennsferomon (Hamdani & Deving, 2005). Fra
luktelappen projiserer sekundaernevronene via traktus til telencephalon og andre hoyere

hjernesentere.

Traktus
Traktus forbinder luktelappen og telencephalon (Fig.1). Aksonene som danner traktus er

fra sekundaere og muligens tertiere nevroner. Traktus kan deles i tre ulike bunter
(Sheldon, 1912) (Fig. 2):
e LOT (tractus olfactorius lateralis); den laterale bunten
e [IMOT (tractus olfactorius medialis, pars lateralis); den laterale delen av den
mediale bunten
e mMOT (tractus olfactorius medialis, pars medialis); den mediale delen av den
mediale bunten.
Buntene inneholder fibere med ulik diameter og myeliniseringsgrad (Dgving & Gemne,
1966). Den anatomiske inndelingen av traktus og det faktum at traktus inneholder ulike
typer aksoner, reflekterer trolig ulike funksjonelle egenskaper. Inndelingen videreforer
den kjemotopiske organiseringen i luktelappen, der spesifikke deler aktiveres av ulike
stimuli. Den funksjonelle inndelingen av buntene i traktus ble forste gang vist hos torsk.
Elektrisk stimulering av mMOT induserte en fryktrespons. Stimulering av IMOT
induserte gyteatferd, mens stimulering av LOT induserte to typer atferd knyttet til matsek
(Deving & Selset, 1980). En liknende funksjonell inndeling er beskrevet hos gullfisk, der
gyteatferd har blitt knyttet til MOT (Stacey & Kyle, 1983; Demski & Dulka, 1984). Hos

karuss har atferdsforsek der en har kuttet de ulike buntene, vist at mMOT medierer
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alarmreaksjonen (Hamdani et al., 2000), IMOT gyteatferd (Weltzien et al., 2003) og LOT
matsek (Hamdani et al., 2001)

Efferente fibere

Traktus inneholder i tillegg til afferente fibere fra luktelappen, efferente fibere som
projiserer til luktelappen (Sheldon, 1912). Efferente fibere fra telencephalon og heyere
deler av hjernen kalles sentrifugalfibere. De to luktelappene forbindes ogsa direkte av
fibere som projiserer via traktus. Disse interbulbere fibrene krysser kontralateralt 1
telencephalon via kommissurer (von Bartheld et al., 1984). Sentrifugalfibere kan virke i
prosessering av alarmstimuli og gjere at annen type atferd, for eksempel matsek, blir

undertrykt ved alarmreaksjon (Dgving, 1982).

Traktus

= Luktelappen
Sansecelles Pt

Figur 2: Sansecellenes projeksjoner til luktelappen og videre til de ulike buntene av traktus
Skjematisk fremstilling av den ene siden av lukteorganet. Sansecellene i lukteepitelet (cilierte,
mikrovillizere og kryptceller) projiserer via nervus olfactorius (nerve) til spesifikke deler av
luktelappen, der de danner synapser med sekundaernevroner. Videre projiserer
sekund@rnevronene i tre ulike bunter av traktus: mMOT, IMOT og LOT (Hamdani & Deving,
2005).

Telencephalon

Gross morfologi
Telencephalon bestér av to ovale hemisfaerer. Hver hemisfaere er ca. 2000 pm bred, 3000

um lang og 2000 um dyp (hos karuss 25 — 40 g). Overflaten er noe ujevn, og ut fra gross
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morfologi er en lateral fure (Ypsilliformis) synelig i den dorsale overflaten (Sheldon,
1912). De to hemisfaerene forbindes ca. 2000 um fra rostral pol av to kommissurer. Den
mest rostrale er Goldsteins kommissur. Noe kaudalt for Goldsteins kommissur ligger

kommissura anterior (fremre kommissur).

Med utgangspunkt i kommissurene, kan telencephalon deles i en fremre, midtre og bakre
del (Y =0 pm 1 det mest rostrale punktet):
e Prekommissurale telencephalon: Omradet fra rostral pol og kaudalt til
kommissurniva (Y = 0-2000 pm)
e Kommissurniva: 300 pum langt omrade som forbinder hemisfarene ca. 2000 pm
kaudalt fra rostral pol (Y=2000-2300 pm)
e Postkommissurale telencephalon: Omrédet fra kommissurniva til kaudal pol (Y =

2300-3000 um)

prekemmissaral posl=

kommEssirall

Traktus

JTEEFIEREOY RSy
AR E I 3 ARIERI |

1 mm

Figur 3: Skjematisk framstilling av telencephalon sett fra dorsalsiden
De to hemisfzrene forbindes av Goldsteins kommissur og fremre kommissur ca. 2000 um fra
rostral pol. Telencephalon kan deles i prekommissurale, kommissurale og postkommissurale

omrader.
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Utvikling og nomenklatur

Telencephalon hos benfisk utvikles ved evaginasjon av det embryonale nevralreret, i
motsetning til eversjon som hos andre vertebrater. De laterale ventriklene ligger derfor
overfladisk pé utsiden av hemisfarene, og telencephalon er organisert annerledes enn hos
andre vertebrater. En egen nomenklatur ble utviklet for & beskrive telencephalon hos
benfisk (Nieuwenhuys, 1990). Telencephalons organisering varierer imidlertid ogsa blant
forskjellige arter fisk, og ventrale og dorsale omrader inneholder ulike kjerner som
varierer 1 antall og omfang (Northcutt & Davis, 1983). Luktrelaterte omradder samsvarer
ikke med den anatomiske inndelingen. Studier av sekundarnevronenes projeksjoner har

dermed ikke brukt nomenklaturen konsekvent for & beskrive omréder i telencephalon.

I denne oppgaven har vi derfor valgt & beskrive omrader i telencephalon med en forenklet
nomenklatur, som er mer hensiktsmessig for & beskrive luktrelaterte omrader. Hver
hemisfare deles i et tredimensjonalt system etter tre akser: x-aksen pa tvers av fiskens
lengdeakse, dvs. lateralt og medialt, y-aksen langs fisken lengdeakse, dvs. rostralt og
kaudalt, og z-aksen pa tvers av fiskens lengdeakse, dvs. dorsalt og ventralt. Sentrum 1
hver hemisfzare kan brukes som skille for a definere ventrale omrader i forhold til dorsale,

og mediale i forhold til laterale (Fig. 4).

Dm DI
X

Figur 4: Tverrsnitt av telencephalon

Figuren viser et eksempel pa inndeling i mediale versus laterale, og dorsale versus ventrale
omrader. Dm = det dorsomediale omradet, DI = det dorsolaterale omradet, Vm = det
ventromediale omradet, V1 = det ventrolaterale omradet.
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Luktprojeksjoner

De ulike buntene av traktus entrer rostrale telencepahlon i forskjellige omrader.
Anatomiske studier av luktprojeksjoner i telencephalon har en lang tradisjon. De tidligste
studiene fant projeksjoner fra sekundeare fibere til hele telencephalon, og beskrev derfor
telencephalon som en luktehjerne (Ariens Kappers, 1906). Alle nyere studier viser
derimot at de sekundare luktfibrene projiserer til avgrensede omrader, og en direkte
forbindelse til dorsale omrader er ikke pavist. Dorsale omrader av telencephalon kan
likevel vaere involvert 1 prosessering av luktstimuli, men pa et hoyere nivd (Northcutt &

Davis, 1983).

Tidligere studier har i varierende grad skilt mellom projeksjoner fra de ulike buntene av
traktus. Dette kan ha sammenheng med at man ikke kjente til den funksjonelle
inndelingen av traktus. Studiene er gjort hos forskjellige arter fisk, og ulik bruk av
metode og nomenklatur gjer det vanskelig & sammenligne funnene. Imidlertid gar tre
terminale felt i telencephalon igjen (Finger, 1975; Ichikawa, 1975; von Bartheld et al.,
1984; Levine & Dethier, 1985; Rooney et al., 1992; Sas et al., 1993; Matz, 1995)

e Det ventromediale feltet, vinf

e Det ventrolaterale feltet, vIf

e Det sentrale feltet, sf
Feltene er skjematisk framstilt i figur 5. I prekommissurale telencephalon terminerer
nevroner i det ventromediale og ventrolaterale feltet. Fibere fra MOT terminerer mer
medialt enn LOT, men overlapper i deler av feltene. Bdde MOT og LOT krysser til
kontralateral hemisfzere via Goldsteins kommissur og fremre kommissur. De
kontralaterale feltene tilsvarer de ipsilaterale. Postkommissuralt terminerer fibere fra bade
MOT og LOT 1 det sentrale feltet. Feltet mottar hoveddelen av projeksjonene fra traktus
(Rooney et al., 1992).
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Figur 5: Terminale felt i telencephalon

Skjematisk fremstilling av telencephalon sett fra dorsalsiden viser felt som mottar fibere fra
luktelappen. Bunten MOT entrer telencephalon medialt, LOT mer lateralt. Prekommissuralt
terminerer MOT hovedsakelig i vinf: det ventromediale feltet, og LOT i vIf: det ventrolaterale
feltet. P4 kommissurniva forbindes de to hemisfarene, og fibere krysser kontralateralt. Fibere
terminerer postkommissuralt i sf: det sentrale feltet. Buntene projiserer til bade unike og
overlappende felt. Fibere fra alle buntene projiserer videre til diencephalon (Di).

Ekstra-telencephaliske projeksjoner

Luktprojeksjoner til mer kaudale deler av hjernen er beskrevet i flere studier (Finger,
1975; von Bartheld et al., 1984; Levine & Dethier, 1985; Rooney et al., 1992) Fibere
projiserer via telencephalon og terminerer i det preoptiske omradet, hypotalamus og
optiske tektum. Telencephalon innerveres ogsa av fibere fra optiske tektum,
trigeminuskjernen, ryggmargen og cerebellum. Fibrene projiserer til store deler av
telencephalon, men spesielt til dorsale omrader. Anatomiske studier indikerer at
sansestimuli fra bade syn, hersel og sidelinjesystemet integreres i telencephalon

(Northcutt & Davis, 1983).

10



Innledning

Problemstilling

Alarmreaksjon hos karuss formidles av cilierte celler lukteepitelet, som projiserer til
mediale deler av luktelappen. De sekundare nevronene projiserer til telencephalon i en

egen bunt av traktus, mMOT.

Hvor de sekundare sansecellene projiserer i telencephalon, er ikke kartlagt hos karuss.
Hvordan heyere ordens nevroner er involvert i prosessering av alarm- og andre
luktstimuli er heller ikke studert, verken anatomisk eller funksjonelt. Ut fra gross
morfologi kan en se at de ulike buntene av traktus entrer rostrale telencephalon i ulike

omrader. Dette kan tyde pd at den funksjonelle inndeling er reflektert pa hoyere niva.

Informasjon om hvordan alarmstimuli prosesseres i telencephalon kan gi kunnskap om
hvordan hegyere ordens nevroner er involvert i prosessering av luktstimuli. Kartlegging av
de sekundaere nevronenes projeksjoner og omrader som er aktive ved luktstimulering, kan

ogsd vaere viktig for forstdelsen av telencephalons funksjon og evolusjonare utvikling.

I denne oppgaven vil telencephalon bli undersekt bade anatomisk og funksjonelt.
Folgende sporsmaél vil belyses:
e Hvilke deler av telencephalon er involvert i alarmreaksjonen?
e Overlapper felt som er innervert av mMOT med felt som er innervert av de andre
buntene av traktus?
e Hvordan reagerer cellene 1 telencephalon pé ulike kjemiske stimuli med hensyn til
fyring og spesifisitet?

e Aktiveres noen omrader i telencephalon spesifikt av alarmstimuli?
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Karuss
Karuss, Carassius carassius L. (25-40 g. kroppsvekt) ble fanget i Tjernsrud, et lite

predatorfritt tjern 1 Baerum. Fisken ble fraktet til akvarieavdelingen ved Institutt for
molekylar biovitenskap, hvor de ble foret tre ganger i uka. Karuss ble brukt i tre ulike
studier: anatomisk kartlegging av buntenes projeksjoner, immunohistokjemisk

kartlegging av heyere ordens nevroner, og elektrofysiologiske registreringer.

Anatomisk kartlegging av buntenes projeksjoner
27 fisk (25-40g) ble brukt i anatomisk kartlegging.

Fargestoffet Dil
Det fluorescerende fargestoftet Dil (1,1 -dioctadecyl-3,3,3", 3 -tetrametylindocarbo

cyanin perchlorate; Molecular Probes, Eugene OR, USA) ble benyttet for a spore
sekundarnevronenes projeksjoner i telencephalon. Nervefargen Dil tilherer en familie av
karbocyanine fargestoffer som er lipofile. Diffusjonen skjer i cellemembranen, og
fargestoffet antes & ikke krysse synapsene. Diffusjonshastigheten er pa ca. 1,2 x 10"
m’s” ved romtemperatur. Fargestoffet eksiteres i gront lys (A max eksitasjon 550 nm) og

har maksimal emisjon i det oransje - rade omradet (Ayax emisjon 565 nm).

Anestesi og fiksering
Fisken ble anestesert med benzocain (45mg/1) og plassert i en form. Den ble perfundert

transkardialt med 4 % paraformaldehyd i fosfatbuffer, pH 7,4. Hodet ble kuttet pa niva
med gjellebuene, og kraniebenet rett over luktelappen og traktus ble fjernet. Preparatet

ble postfiksert i 4 % paraformaldehyd i to dager.
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Dil-applikasjon
Preparatet ble vasket i fysiologisk saltlesning og plassert under lupe. Vevet 1 kraniehulen

og hinnene rundt telencephalon ble fjernet forsiktig med pinsett. Traktus pd den ene siden
ble kuttet fri fra luktelappen. Bunten som skulle farges ble separert fra de andre buntene
av traktus og leftet opp med pinsett. En flytende losning av 2 % agar ble applisert over
traktus og deler av hjernen. Etter avkjeling ble et lite snitt laget ned til nervebunten. En
nal ble brukt for & plassere noen fa Dil-krystaller pa den avkuttede bunten, og agar ble
igjen applisert. Agar hindret uensket spredning av Dil fra applikasjonsstedet. Fargestoffet
ble applisert pa traktus pd den ene siden, enten pa hayre eller venstre bunt. Preparatet ble
lagt tilbake 1 paraformaldehyd og plassert merkt. Det ble lagret ved romtemperatur i ca. et

halvt &r, for at Dil skulle diffundere til telencephalon.

Snitting

Hjernen ble dissekert ut og lagt 1 30 % sukroselegsning i1 to degn ved 4 °C for & trekke ut
vann og hindre skader ved frysning. Hjernen ble deretter skylt i PBS, og stept inn 1
Tissue-tek (SAKURA, Nederland) ved -30 °C. Telencephalon ble snittet i 100 pm tykke
tverrsnitt i cryostat. Temperaturen pa preparatet var pa — 24 °C, og pa kniven — 26 °C.
Snittene ble overfort til objektglass (Super Frost Plus, Mentzer Glaser, Tyskland) og fikk
torke ca. en time ved romtemperatur. En drape Fluromont G (Electron Microscopy
Sciences, Washington) ble applisert pa snittene for & forsterke fluorescensen, for

dekkglass ble montert.

Avbildning

Snittene ble undersokt i et fluorescensmikroskop (Olympus BX 50 WI) med et omega
filter (550 nm eksitasjon, 565 nm emisjon). Snittene ble avbildet med et Olympus kamera
(DP 50) koplet til en PC (Dell OptiPlex) med programvaren Viewfinder Lite. Bilder ble
tatt umiddelbart etter snitting for & unngé diffusjon av fargestoff i snittflaten. Bildene ble
senere behandlet med programvaren Photoshop, versjon 5.5. P4 bilder som viste mMOTs
projeksjoner ble rutenett med skala montert. Projeksjonsomrédene ble brukt som

utgangspunkt for elektrofysiologiske registreringer.
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Immunohistokjemisk kartlegging av tertiseere og hgyere ordens
nevroner
Anestesi og immobilisering

14 fisk (25-40g) ble anestesert 1 benzocain (45mg/l), og deretter gitt en intraperiotoneal
injeksjon med Saffan (24mg/kg; 2,7 ml/kg). Saffan ble benyttet som anestesimiddel for &
oppna en langvarig anestesi, og fordi middelet sikrer god blodgjennomstremning ved &
dilatere blodarer (Ross & Ross, 1984). Fisken ble pakket inn i et vatt papir for & hindre
utterking. Den ble lagt i en form, og festet pd hver side av hodet med stélstaver mot
orbitalbenet. For & sikre oksygenering, ble fisken tilfort springvann gjennom munnen og

over gjellene under hele forsoket.

Stimulering

Luktorganet ble kontinuerlig eksponert for kunstig ferskvann gjennom en
polyetylenslange. Slangen ble plassert i fiskens fremre nesebor. Vaskestrommen var pa
ca.1,2 ml/min. Stimuleringen ble regulert ved hjelp av en ventil. Fisken ble stimulert med
skinnekstrakt 1 3 min, deretter kunstig ferskvann i 3 min, osv. Kunstig ferskvann hindret
utterkning av lukteepitelet. Stimuleringen foregikk i en time for & sikre ekspresjon av

transkripsjonsfaktoren c-Fos (Matsuoka et al., 1998).

Fiksering og snitting

Umiddelbart etter stimuleringen ble fisken perfundert transkardialt med 4 %
paraformaldehyd. Hodet ble kuttet av og videre behandlet for snitting, som omtalt under
anatomisk kartlegging. Telencephalon ble snittet i 40 um tykke tverrsnitt. Snittene fikk

torke ca. en time for de ble lagret i fryser.

Immunohistokjemisk farging

Dag 1

Snittene ble tint ved romtemperatur i ca. 30 min. De ble sd dyppet 2 x 5 min i 0,1 % H,0,
(Sigma) i metanol (Merck) for 8 hemme eventuell endogen peroksidaseaktivitet.
Preparatene ble ringet inn med fettpenn for 4 hindre losningene som ble applisert i &

renne av. Objektglassene ble lagt pa papir fuktet med dH,O, i bokser med lokk for &
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unngd utterking. Snittene ble inkubert en time med kalveserum. Det primere antistoffet

mot c-Fos ble sé applisert, og snittene ble inkubert over natten ved 4 °C.

Dag 2

Primeert antistoff ble igjen applisert i tilfelle noen preparater skulle vert utilstrekkelig
dekket med lgsning. Snittene ble inkubert i en time, og ble sa vasket 3 x 10 min med
PBS-TX og inkubert med sekundart antistoff. Deretter ble de vasket 3 x 10 min med
PBS-TX, og inkubert en time med S-b-HRP for & fiksere enzymet. Snittene ble vasket 2 x
10 min med PBS-TX og 1 x 10 min i PBS for de ble inkubert med DAB i ca.10 min.
Videre ble de vasket 3 x 5 min med PBS. Objektglassene ble s flyttet til sma kar og
vasket 2 x 5 min 1 PBS. De ble s& dehydrert 3 min i 60 % etanol, 3 min i 70 % etanol, og
til slutt 3 min 1 95 % etanol. Deretter ble objektglassene dyppet 2 x 3 min i xylen
(Merck), og dekkglass ble montert med Eukitt (Chemiteknik, Norge).

Kontroller
En kontrollfisk ble behandlet pd samme mate som eksperimentfisk, men ble stimulert

med kunstig ferskvann.

Spesifisiteten til det sekundere antistoffet ble kontrollert ved & unnlate & inkubere noen

snitt fra telencephalon hos ekperimentfisk med primeert antistoff.

Avbildning

Snittene ble observert i lysmikroskop (Olympus BX 50 WI). Et Olympus kamera (DP 50)
ble koplet til mikroskopet og videre til en PC (Dell OptiPlex) med programmet
Viewfinder Lite. Snittene ble fotografert, og bildene ble senere behandlet med
programvaren Photoshop, versjon 5.5. Bilder med skala ble brukt som utgangspunkt for

elektrofysiologiske registreringer. Preparatene ble lagret ved romtemperatur.
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Elektrofysiologiske registreringer
Anestesi og immobilisering

13 fisk (25-40 g) ble brukt i elektrofysiologiske forsek. Fisken ble anestesert i benzocain
(45mg/l), og deretter gitt en intraperiotoneal injeksjon med Saffan (24mg/kg; 2,7 ml/kg)
Den ble lagt i en form og festet pa hver side av hodet, med stalstaver mot orbitalbenet.
For a sikre oksygenering, fikk fisken kontinuerlig tilfersel av springvann gjennom

munnen og over gjellene under hele forseket.

Preparering og stimulering

Deler av det dorsale kraniet ble fjernet, slik at telencephalon og traktus ble tilgjengelig.
Forst ble et rektangulert snitt 1 skinnet laget over de aktuelle omraddene. Skinnet ble
fjernet, og et lite hull ble laget med en spiss skalpell. Deler av kraniet ble fjernet med en
kirurgisk benstanse. Cellepapir ble brukt for & suge bort vaske. Hinnene rundt

telencephalon ble forsiktig fjernet med pinsett.

Fiskens tilstand ble vurdert underveis i forseket ved & se pa blodgjennomstremningen i
arene, og ved a folge med pa cellenes nervese aktivitet i registreringene. Ut fra disse
observasjonene synes fiskens tilstand & vare god 1 minst syv timer. Ved forsekets slutt

ble fisken avlivet ved dekapitering.

Registrering
Elektroder

Registreringselektrodene ble laget av tungsten (Hubel, 1957). Tungstentrdd (125 pm
diameter) ble glodet over en gassbrenner og strukket til den ble rett. Traden ble kuttet i
ca. 5 cm lange biter. Elektroden ble spisset ved elektrolyse, ved & dyppe traden 1 en mettet
KNO; losning ved en AC-spenning pa 6 V. Elektroden ble sa vasket i vann og terket. Den
ble isolert ved & dyppe den i lakk to ganger (tuppen opp). Kun en liten del av tuppen
forble lakkfti.

I figur 6 er oppsettet for elektrofysiologiske forsek vist. Elektriske signaler ble forsterket
1000 ganger, ved at elektroden var koblet til en differensiel forsterker (DP 301, Warner
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Instrument Corporation USA). Signalene ble filtrert mellom 30 Hz - 3 KHz, og et
linjefilter pa 50 Hz ble aktivert. Forsterkeren var koblet til en audiomonitor og et
oscilloskop (Tektronix 565; Portland, USA). Audiomonitoren gjorde at ulike enheter
kunne skilles fra hverandre som toner med forskjellig pitch. Fra oscilloskopet ble
signalene sendt videre til en PC (Dell OptiPlex) via en analogdigital omformer (11401;
CED, UK). En referanseelektrode i sglv ble plassert like ved kraniehulen. Registreringene
ble i ettertid analysert i programmet Spike 2 (versjon 4, CED, UK). Programmet

markerte ogsa dpning og lukking av ventilene for tilforsel av kjemisk stimuli.
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Figur 6: Skjematisk oversikt over oppsettet brukt i elektrofysiologiske forsgk
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Registreringssteder

Registreringselektroden ble festet til en holder montert pa en motorisert
mikromanipulator. Mikromanipulatoren anga elektrodenes posisjon, og kunne beveges i
et tredimensjonalt plan. Folgende akser ble brukt: x-aksen pd tvers av fiskens lengdeakse,
dvs. lateralt og medialt, y-aksen langs fisken lengdeakse, dvs. rostralt og kaudalt, og z-
aksen pa tvers av fiskens lengdeakse, dvs. dorsalt og ventralt. Ulikt origo for x-y-aksen
og for z-aksen ble valgt av praktiske hensyn. Som x-y-origo ble mMOTSs inngang til
telencephalon valgt. Dette punktet var relativt lett & bestemme. For & unnga at
elektrodetuppen skulle komme borti traktus og edelegge fibere eller blodérer ble z-aksens
origo bestemt i et eget punkt. Aksens origo ble bestemt ved den mest dorsale flaten av
telencephalon 1 x =200 um og y = 1000 um. Alle registreringer ble utfort pa fiskens

hoyre side, dvs. ipsilateralt for stimuleringen.

Registreringsstedene ble hovedsakelig valgt pa bakgrunn av omrddene funnet i den
anatomiske og immunohistokjemiske kartleggingen. For 4 unnga 4 edelegge nervevevet
ble registreringene startet dorsalt i hver penetreringstrase. Elektroden ble senket langsomt
ned z-aksen samtidig som den nervese aktiviteten ble observert. Registreringer ble gjort
med ca. 100 um avstand, og i noen tilfeller i omrader der spontanaktiviteten endret seg

eller aksjonspotensialene var spesielt tydelige.

Kjemisk stimulering
Fisken ble eksponert for fire luktstimuli:

e Skinnekstrakt (2g/1)
e Kjonnsferomonet 17a, 20B-dihydroxy-4-pregnen-3-one (17,20P) (10°M) (Sigma,
Norge)
e Gallesaltet taurolitocholsyre (10°M) (Sigma, Norge)
e En aminosyreblanding av L-alanin, arginin, glutamat og methionin (107 M)
(Sigma, Norge)
Stimuli ble injisert 1 hayre fremre nesebord gjennom en polyetylenslange (1,2 ml/min).
Tilferselen av stimuli ble regulert gjennom en serie ventiler. I hvert registreringssted ble

hver stimulus injisert etter tur, men i tilfeldig rekkefelge. Spontanaktiviteten ble observert
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ica. 20 s for forste stimulering. Hver stimulus ble applisert i 10 s. Lukteorganet ble
eksponert for kunstig ferskvann i ca. 50 s mellom hver stimulering. Kunstig ferskvann
fungerte som kontroll, skylte lukteepitelet mellom stimuleringene og beskyttet mot

utterking.

Statistiske metoder

To kji kvadrat (y *)-tester ble brukt for 4 underseke cellenes respons pé kjemisk stimuli.
Kun de spesifikke cellene var gjenstand for analyse. Variabelen er kvalitativ, dvs. respons
ikke respons pa et gitt kjemisk stimuli, og observasjonene er binomiske fordelte.
Gjennomsnittet av de forventede verdiene er fem eller mer, og den minste forventede
verdien er hgyere enn en. Vi har derfor nok observasjoner til & bruke normalfordelingen
som en tilnzerming til den binomiske, og vi kan derfor bruke y *-testen for 4 sammenligne
sannsynlighetene i de forskjellige cellene i tabellen. Ferst ble en  *-test for “contingency
tables” brukt. Denne testen sammenligner to utvalg. Det ble undersekt om celler i de to
ulike felt responderte forskjellig pa de fire stimuli generelt, og pa skinnekstrakt spesielt.
Deretter ble “Pearsons y *-test for goodness of fit” brukt. Denne testen sammenligner
sannsynligheter i ett utvalg. Hvert felt ble undersekt hver for seg for & se om cellene

responderte forskjellig pa de fire stimuliene innen hvert felt.
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Lagsninger

Benzocain stocklesning: Benzocain 50g/1 96% etanol

Paraformaldehyd 4 % 1 PBS pH 7, 4

Fysiologisk saltlesning (g/1): NaCl (8,33), KCl (0,22), MgSO4 x7H,0 (0,19)

PBS: (g/1): NaH, PO4 x2H,0 (2,622), Na; HPO4 x2H,0 (14,418), pH justert til 7,4
Kunstig ferskvann (g/1): NaCl (2,9 x 10%), KCI (3,7 x 10), CaCl, (5,2 x 107),
NaHCO; (1,6 x 107)

Skinnekstrakt: 2 g skinn ble knust i en morter og fortynnet med 100 ml dH,0.
Losningen ble deretter sentrifugert pd 4000 omdreininger pr. min 1 4 min.
Supernatanten ble fortynnet 1:10 1 kunstig ferskvann og filtrert. Losningen ble frosset
ned, og tint for hvert forsek

Agar 2 % 1 paraformaldehyd 4 %

KNO; lgsning, mettet

PBS for c-Fos (pH 7, 4) (g/1): NaCl (8, 76), KCI (0, 2), NaH,PO4x2H,0 (0,312),
Na,HPO4x2H,0 (0,356)

PBS-TX: PBS med 0,3 % Triton X-100 (Sigma). Triton X gjer cellemembranen
permeabel

Kalvserum: normalt kalveserum (MedProbe, Norge) fortynnet 1:10 i PBS-TX.
Primert antistoff: polyklonalt kanin-antiserum (Oncogen) Fortynnes 1:10 0001 1 %
normalt kalvserum 1 PBS-TX

Sekundert antistoftf: biotinmerket geit antikanin serum (Dako A/S, Danmark)
Fortynnet 1:200 1 1 % normalt kalveserum 1 PBS-TX.

S-b-HRP: streptavidin-biotin-Horseradish peroxidase kompleks (Strept ABC
complex/HRP, Dako A/S, Danmark). Fortynnet etter leveranderens instruks

DAB: 3,3-diaminobenzidin lesning (Dako A/S, Danmark.) Laget etter leveranderens
instruks

H,0; lgsning: 0,1 % H,0O, 1 metanol

Om ikke annet er nevnt i den overgéende listen eller i teksten er alle kjemikalier brukt fra

Sigma.

20



Resultater

Anatomisk kartlegging av buntenes projeksjoner

Ut fra gross morfologi kan en se at de tre buntene av traktus entrer rostrale telencephalon
1 forskjellige omrdder. Bunten mMOT entrer ventromedialt, IMOT og LOT mer lateralt.
Nervefargen Dil ble applisert pa4 den bunten som formidler alarmreaksjonen, mMOT, for
a undersgke hvordan fibrene projiserer 1 telencephalon. Fibere fra IMOT og LOT ble ogsa
sporet for & kunne sammenligne projeksjonene, og se om de ulike buntene innerverer
unike eller overlappende omrader. Bilder fra 7 preparater som viste mMOTs projeksjoner
og 4 preparater som viste LOT/IMOTs projeksjoner ble sammenlignet. Omradene var
klart avgrenset, og er derfor kalt felt. Bildene 1 figur 7 og 8 er eksempler pé stereotypiske
felt. (Telencephalons sterrelse kunne variere med et par hundre um i de ulike

preparatene).

Projeksjoner for mMOT
Prekommissurale telencephalon

Det ventromediale feltet
Et ventromedialt felt markeres der mMOT entrer telencephalon (Fig. 7A). Feltet strekker
seg ca. 2000 um kaudalt, til kommissurniva (Fig.7E) Ettersom fibrene projiserer,

markeres feltet mer dorsalt (Fig. 7C, 7D).

Det ventrolaterale feltet
Et ventrolateralt felt markeres ca. 1000 um fra rostral pol (Fig. 7B). Feltet strekker seg
ca. 1000 um kaudalt, til kommissurniva. (Fig. 7E). En tynn bunt projiserer mellom det

ventromediale og det ventrolaterale feltet (Fig 7C).
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Kommissurniva

Fibere fra mMOT krysser til den kontralaterale hemisfaren i Goldsteins kommissur ca.
2000 pum fra rostral pol (Fig. 7E). Noe kaudalt for Goldsteins kommissur krysser fibere
dorsalt i fremre kommissur (Fig. 7F). I den kontralaterale hemisfaren projiserer fibere
béade rostralt og kaudalt til felt som tilsvarer de ipsilaterale, men er mindre intenst

markert.

Postkommissurale telencephalon
Det sentrale feltet
Postkommissuralt markeres et sentralt felt (Fig. 7G), som strekker fra kommissurniva og

ca. 500 um kaudalt.
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A-H: Bunten mMOTs projeksjoner

A: Det ventromediale feltet

Tverrsnitt prekommisssuralt i Y = 600 um viser
at mMOT entrer rostrale telencephalon og et
ventromedialt felt markeres. Legg merke til
fluorescens i kontralaterale mMOT.

B: Det ventromediale feltet og det
ventrolaterale feltet

Tverrsnitt prekommissuralt i Y = 1000 um viser
et tydelig markert felt ventrolateralt. Det
ventromediale feltet markeres ogsa i den
kontralaterale hemisfaren, men svakere. Dorsalt
er noe svak fluorescens.

C: Det ventromediale og det ventrolaterale
feltet

Tverrsnitt prekommissuralt i Y = 1200 um viser
at fluorescensen brer seg til mer dorsale og
laterale omrader. Kontralateralt er feltet svakere
markert.

D: Det ventromediale og det ventrolaterale
feltet

Tverrsnitt prekommissuralt i Y = 1400 um viser
store bilaterale felt bade ventromedialt og
ventrolateralt
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H

E: Bunten mMOT krysser i Goldsteins
kommissur

Tverrsnitt pa Goldsteins kommissurnivai Y =
1600 um viser at de ventromediale feltene blir
mindre. Fibere krysser i Goldsteins kommissur til
den kontralaterale hemisfaeren.

F: bunten mMOT Kkrysser i fremre kommissur
Tverrsnitt pa fremre kommissurnivd i Y = 1800
um viser fibere som krysser dorsalt i
kommissuren. De fluorescerende feltene er
sentrale og bilaterale.

G: Det sentrale feltet
Tverrsnitt postkommissuralt i Y = 2000 um viser
at de sentrale feltene brer seg mer dorsalt.

H: Bunten mMOT krysser i habenula
kommissur

Tverrsnitt i Y = 3200 pm viser at bunten mMOT
krysser i habenula kommissur

Figur 7 (A-G): Bunten mMOTs projeksjoner i telencephalon, H: Bunten mMOTs projeksjoner i

habenula
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Projeksjoner for LOT/IMOT
Prekommissurale telencephalon

Det basolaterale feltet
I de mest rostrale delene av telencephalon projiserer fibere fra LOT/IMOT til et
basolateralt felt (Fig. 8A). Feltet er markert mellom feltene som innerveres av mMOT

(Fig. 7B).

Det ventrolaterale feltet
Fibere fra LOT/IMOT projiserer til det ventrolaterale feltet (Fig. 8B) (Feltet mottar ogsé
projeksjoner fra mMOT (Fig.7C)).

Kommissurniva

Fibere fra LOT/IMOT krysser 1 bade Goldsteins kommissur og i fremre kommissur.
Fibrene krysser i de samme omradene av kommissurene som mMOTs fibere (Fig. 8C),
men omradene er ikke like intenst fluorescerende i Goldsteins kommissur. Fibrene som
krysser, projiserer bade rostralt og kaudalt 1 den kontralaterale hemisfaren og gir opphav

til svakt fluorescerende felt.

Postkommissurale telencephalon
Det sentrale feltet
Postkommissuralt projiserer fibere fra LOT/IMOT til det samme sentrale feltet som

mMOT (Fig. 8D), slik at fibrene fra de ulike buntene overlapper.
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D

A-D: Buntene LOT/IMOTs
projeksjoner

A: Det basolaterale feltet

Tverrsnitt prekommissuralti Y = 1000 pym
viser at LOT/ IMOT projiserer til det
basolaterale feltet. Legg merke til at feltet er
mellom det ventromediale og ventrolaterale
feltet, dit mMOT projiserer (Fig. 7B). Feltet er
i liten grad representert i den kontralaterale
hemisfzeren. Dorsalt er noe diffus fluorescens.

B: Det ventrolaterale feltet

Tverrsnitt prekommissuralti Y = 1200 um
viser at LOT/IMOT projiserer til det
ventrolaterale feltet. Projeksjoner fra mMOT
overlapper i dette feltet (Fig. 7C).

C: Bunten LOT krysser i fremre kommissur
Tverrsnitt pa kommissurnivd, Y = 1800um,
viser at fibere fra LOT krysser dorsalt i fremre
kommissur. Dette er i samsvar med mMOTs
krysning (Fig.7F), men det er mindre
fluorescens i kontralateral hemisfaere.

D: Det sentrale feltet

Tverrsnitt postkommissuralti Y = 2000 pm
viser at LOT/IMOT projiserer til det sentrale
feltet, hovedsakelig ipsilateralt. Fluorescensen
er svakere og det kontralaterale feltet er mindre
enn for mMOT (Fig. 7G).

Figur 8 (A-D): Buntene LOT/IMOTS projeksjoner i telencephalon
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Projeksjoner for mMOT og LOT/IMOT ipsi- versus kontralateralt
Fibere fra bade mMOT og LOT/IMOT krysser kontralateralt pA kommissurniva. De

kontralaterale feltene tilsvarer de ipsilaterale, men er mindre og fluorescerer ikke like

sterkt. Kontralaterale projeksjoner fra mMOT er mer intense enn fra LOT/IMOT.

Ekstra-telencephaliske projeksjoner
Projeksjoner til andre deler av hjernen ble observert 1 noen fa preparater. Fordi

projeksjonene er ekstra-telencephaliske, er begrenset bakgrunn gitt i innledningen, og
funnene blir ikke diskutert i detalj. Likevel finner vi observasjonene sa interessante at vi

synes de er verdt a beskrive.

Fluorescens i den kontralaterale traktus

Etter applikasjon av Dil pA mMOT pé den ene siden, observeres fluorescens i
kontralaterale mMOT (Fig. 7A). Fluorescens i kontralaterale traktus tyder pa en direkte
forbindelse mellom de to luktelappene. Kontralateral fluorescens observeres kun ved

applikasjon av Dil pd mMOT, og ikke ved applikasjon pd de andre buntene av traktus.

Projeksjoner til andre hjernesentre

Fibere fra mMOT projiserer via telencephalon til mer kaudale deler av hjernen.
Projeksjonene er bilaterale, men tydeligere ipsilateralt enn kontralateralt. Omréader
markeres 1 optisk tektum, mest intenst i dorsomediale deler. Noen fibere fra mMOT
krysser i habenula kommissur (Fig. 7H). Fibere fra LOT/IMOT innerverer de samme
omradene som mMOT i optisk tektum, men projeksjoner fra LOT/IMOT i habenula

kommissur ble ikke observert.
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Immunohistokjemisk kartlegging av tertiere og hgyere ordens
nevroner

Nevroner i telencephalon som aktiveres ved eksponering for skinnekstrakt, ble pavist
immunohistokjemisk. Transkripsjonsfaktoren c-Fos utrykkes i nevroner med okt aktivitet,
og kan brukes som en marker for nerves aktivitet. Et polyklonalt antistoff beregnet for
pattedyr, rettet mot konserverte domener i c-Fos proteinet, ble benyttet for & pavise c-Fos
ekspresjon i aktiverte celler. Metoden har blitt brukt for & pavise nerves aktivitet hos

regnbueerret (Bosch et al., 1995, 2001), men er ikke tidligere utprevd hos karuss.

14 fisk ble brukt for 4 kartlegge tertizere og hgyere ordens nevroner immunohistokjemisk.
Lukteepitelet ble stimulert med skinnekstrakt i en time og fisken ble preparert for
immunohistokjemi som beskrevet i metodekapitlet. En kontrollfisk ble stimulert med
kunstig ferskvann. Som kontroll for spesifisiteten til det sekundare antistoffet ble noen
snitt ikke inkubert med primart antistoff. I kontrollene observeres ikke immunoreaktive

celler. I de immunoreaktive cellene er hovedsakelig cellekjernen farget. Noe farge

observeres ogsé 1 cytoplasma og utlapere (Fig. 9).

Farge i cellekjerne

Farge i utleper

Figur 9: Immunoreaktive celler farget for c-Fos i telencephalon hos karuss
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Immunoreaktive omrader

Flere omrader med immunoreaktive celler utmerker seg i telencephalon hos fisk stimulert
med skinnekstrakt. De immunoreaktive omradene er noe diffust avgrenset og er derfor
kalt omrader, og ikke felt som under den anatomiske kartleggingen. Omradenes
utbredelse og sterrelse varierte noe blant preparatene, men generelt er omrddene pa
storrelse med feltene beskrevet i den anatomiske kartleggingen. Noen fa immunoreaktive
celler er ogsa funnet spredt i flere andre deler av telencephalon. Snitt fra ti preparater ble
sammenlignet. I teksten benevnes funnene gjort 1 x antall fisk som n = x/10. Bildene i
figur 10 er eksempler hentet fra deler av de ulike immunoreaktive omradene. Bildene er
tegnet som rede firkanter i de skjematiske tverrsnittene, men firkantene er forstorret i
forhold til korrekt skala for & synliggjere dem. Legg merke til at bildene til hayre markert

med apostrof er kontroller fra tilsvarende omrader.

Prekommissurale telencephalon

Det mediale omradet

Et medialt omrade markeres fra de mest rostrale delene av telencephalon og ca. 1000 um
kaudalt (n = 10/10). Omradet er bilateralt, og avgrenset fra sentrale omrader der kun fa
celler markeres (Fig. 10A). Immunoreaktive celler finnes bade dorsalt og ventralt i
omrédet (Fig. 10A og 10B). Av alle de immunoreaktive omradene er dette mediale

omradet det storste.

Det ventrolaterale omradet

Et ventrolateralt omrade markeres noe kaudalt for det mediale omradet (n = 10/10) (Fig.
10C). Omradet strekker seg ca. til kommissurniva. Det ventolaterale omradet er markert
bilateralt. I ett preparat markeres en kjerne kontralateralt. Kjernen strekker seg fra 1560-

1640 pm.

Kommissurniva og postkommissurale telencephalon
Det sentrale omradet

I det sentrale omradet markeres sma immunoreaktive celler bilateralt (n = 5/10)

(Fig.10D).
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Det dorsolaterale omradet

Dorsolaterale omrader markeres fra kommissurniva og videre postkommissuralt i
telencephalon (n = 7/10). Et omréde rundt den dorsolaterale furen, Ypsiliformis, har
spesielt mange immunoreaktive celler. Omradet markeres fra den dorsale overflaten og

inn mot sentrum av hemisferen (Fig.10E).

Ipsi- versus kontralateral hemisfeere
Béde det mediale og det ventrolaterale omradet prekommissuralt, er representert

bilateralt. I det sentrale feltet postkommissuralt er immunoreaktive celler markert
bilateralt. Det dorsolaterale omradet fra kommissurniva og videre kaudalt, er aktivert

bilateralt i de fleste preparatene (n = 5/10) men ogsa bare ipsilateralt (n = 2/10).
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Skjematisk tverrsnitt av
telencephalon viser
immunoreaktive omrader
prekommissuralt

A: Det dorsomediale
omrédet

Tverrsnitt prekommissuralt i
Y = 1080 um viser
immunoreaktive celler
dorsalt i det mediale
omradet. Omradet er
avgrenset fra mer sentrale
omrader der fa celler er
farget.

A’: Kontroll

B: Det ventromediale
omrédet

Tverrsnitt prekommissuralt i
Y = 1200 pm viser fargede
celler ventralt 1 det mediale
omradet

B’: Kontroll

C: Det ventrolaterale
omradet

Tverrsnitt prekommissuralt i
Y = 1560 um viser fargede
celler i det ventrolaterale
omradet

C’: Kontroll Noe farge av
ependymale celler
observeres 1 kontrollen.
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Skjematisk tverrsnitt av
telencephalon viser
immunoreaktive omrader
postkommissuralt

D: Det sentrale omradet
Snitt postkommissuralti Y =
2120 pm viser celler i det
sentrale omradet. Relativt fa
celler er farget i omradet.
D’: Kontroll

E: Det dorsolaterale omradet
Snitt postkommissuralti Y =
2960 um viser fargede celler i
det dorsolaterale omradet rundt
furen Ypsiliformes.

E’: Kontroll

E E’

Figur 10 (A-E): Immunoreaktive celler i omrader i telencephalon

Legg merke til at bilde A, B, C, D og E er illustrert som rede firkanter i de skjematiske
tverrsnittene. For & synliggjere firkantene er de forsterret i forhold til korrekt skala.
Firkantene er markert i et immunoreaktivt omrdde der bildet ble hentet, og er kun markert
pa en side selv om feltet var bilateralt. Se hovedteksten for detaljer.
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Elektrofysiologiske registreringer

Nerveos aktivitet ble registrert ekstracellulart i telencephalon hos 13 fisk. Hensikten var &
underseke hvordan cellene reagerer pa kjemisk stimuli med hensyn til fyring og
spesifisitet, og om noen omrader aktiveres spesifikt av skinnekstrakt. Registreringene ble
hovedsakelig foretatt i omrader som var kartlagt anatomisk og immunohistokjemisk, der
vi ventet 4 finne celler som svarer pa skinnekstrakt. Totalt ble 252 registreringer gjort fra
202 ulike posisjoner 1 telencephalon. Flest omrdder medialt ble undersokt, da det
ventromediale feltet kun innerveres av mMOT av buntene i traktus, og mediale omrader
er immunoreaktive. Registreringene startet dorsalt i hver penetreringstrase. Sett fra
dorsalsiden, dvs. i1 x-y- planet, fordelte penetreringstraséene seg som vist i Figur 11.
Registreringene ble foretatt ved & fore elektroden vertikalt ned i telencephalon.
Elektroden ble flyttet langsomt ned z-aksen og aktivitet ble registrert med ca. 100 um
avstand. Registreringene ble gjort i fiskens hagyre hemisfare, ipsilateralt for

stimuleringen.

—— 1000 um

Figur 11: Penetreringstraseer i telencephalon
Telencephalon sett fra dorsalsiden. Posisjonene av de 23 penetreringsstedene i x-y-planet er
markert.
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I figur 12 vises nerves aktivitet registrert i telencephalon nér lukteepitelet ble stimulert
med ulike stimuli. Om aktiviteten endres er vanskelig & observere ut fra
originalregistreringen, fordi nerves aktivitet fra mange celler med liknende
aksjonspotensialer ble registrert samtidig. Originalregistreringen ble analysert i ettertid 1
programmet Spike2, som sorterer aksjonspotensialer etter storrelse og form. Amplituden
pa aksjonspotensialet avhenger bade av avstanden mellom registreringselektroden og
cellestrukturen, og av sterrelsen pé cellen. De sorterte aksjonspotensialene tilsvarer
aktiviteten i en nervecelle. Fra hver registrering ble minst 4 enheter valgt ut og undersokt

1 Spike. Til sammen ble aktiviteten av mer enn 1000 celler undersekt.

A I

B 1 b Ui

Figur 12: Nervgs aktivitet registrert i telencephalon

I figur A er et eksempel fra en originalregistrering. I figur B vises samme registrering, men etter
at enhetene er analysert i Spike. Etter & ha analysert originalregistreringen kan vi se at en celles

fyringsfrekvens gker etter injeksjon av SE. F = kjennsferomon SE = skinnekstrakt G = gallesalt
AS = aminosyrer
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Spontanaktiviteten til nerveceller i telencephalon varierte fra mindre enn 1 til 10 Hz. Den
gjennomsnittlige spontanaktiviteten for en enkelt celle kunne variere uten noen opplagt
ytre faktor. Spontanaktiviteten varierte ikke patagelig ved de ulike
registreringsposisjonene. Aksjonspotensialet til nervecellene var bifasisk og hadde en

varighet pa ca. 7,5 ms.

Effekt av kjemiske stimuli
I hver registreringsposisjon ble stimuliene skinnekstrakt, aminosyrer, gallesalt og

kjennsferomon injisert etter tur, men i tilfeldig rekkefolge. Kjemiske stimuli ble injisert
med en varighet pd 10 s og separert med 50 s intervaller for at aktiviteten skulle komme
tilbake til samme niva som feor stimuleringen. Om en nervecelle svarer pa kjemisk stimuli
ble vurdert ved a se pa fyringsmeonsteret. En frekvensendring ble tolket som svar om det
folgende kriteriet ble oppfylt:

e Varighet pd minimum 5 s

e Frekvensendring pd minimum 100 %

e Respons 0-15 s etter at stimulus nér lukteepitelet
Ut fra dette kriteriet svarte celler pa en eller flere typer kjemisk stimuli med okt aktivitet i
67 % av registreringsposisjonene. Totalt ble 189 celler eksitert. 75 av cellene ble eksitert
av skinnekstrakt, 62 av kjennsferomon, 58 av aminosyrer og 35 av gallesalt. Ca. 20 celler
sé ut til & svare med inhibisjon. Frekvensendringen varierte imidlertid mye ved inhibisjon
i forhold til ved eksitasjon, og avvek ofte fra kriteriet som definerer et svar. Inhibisjon ble
derfor ikke inkludert som svar i videre analyse av resultatene. I 33 % av
registreringsposisjonene ble det ikke observert respons pé noen av de fire kjemiske
stimuliene. Celler ble eksitert av kjemiske stimuli i bdde ventrale og dorsale deler av

telencephalon, med en rate pa 2,4:1,0.

Spesifisitet

154 (81 %) av de eksiterte cellene svarte kun pé en ett luktstimulus. Alle de fire
stimuliene eksiterte spesifikt, slik at cellene kun ble eksitert av enten skinnekstrakt,
aminosyrer, gallesalt eller kjonnsferomon (Figur 13). 35 celler ble eksitert av flere

luktstimuli. Tabell 1 viser antall celler som ble eksitert av ulike stimuli. 29 celler (15 %)
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ble eksitert av 2 stimuli, mens 6 celler (3 %) ble eksitert av 3 stimuli. Ingen celler ble

eksitert av alle fire stimuli.

Cefle 1 uu’MJJju}nJLJ llJ'dU\N_'qu'LNJ['J}IULIIJJIPHJIJ bkt UNuﬁJMJW\hJu
Cete MJ#m#mﬂhMMmmﬂdﬂhMMMMMMMMMMﬁJMMmLMh

cetes (1 uMabito skt il MmﬂMMmmmMMmﬁ

] '
cetes i obes ot ot Al bt

Stirmli SE F AR G

Figur 13: Celler som svarte spesifikt pa hver av de fire stimuli
Celle 1 svarte pa SE = skinnekstrakt, celle 2 pd F = kjennsferomon, celle 3 p4 AS = aminosyrer
og celle 4 pad G = gallesalt.
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Tabell 1: Celler som ble eksitert av ulike stimuli

SE = skinnekstrakt, F = kjgnnsferomon, AS = aminosyrer og G = gallesalt. Stimulus som
eksiterte spesifikt stir gverst i tabellen. Av de cellene som ble eksitert av to ulike luktstimuli er
kombinasjonen skinnekstrakt og aminosyrer vanligst.

Stimuli Antall celler

SE 50

F 42

AS 41

G 21

AS+SE

=Y
[N

F+G

F+SE

AS+F

G+SE

AS+G

F+G+SE

AS+F+SE

AS+G+SE

AS+F+G

OIO|O|IN|A~|[FRPIWW|lU|O

AS+F+G+SE

Sum 189

Omradenes spesifisitet for alarmstimuli
Registreringer ble hovedsakelig foretatt i omrader som var kartlagt anatomisk eller

immunohistokjemisk for & underseke omradenes spesifisitet for alarmstimuli. De
kartlagte omradene var det mediale omrddet og det ventrolaterale omradet
prekommissuralt, og det sentrale omradet og det dorsolaterale omradet postkommissuralt.
Ingen av omrddene skilte seg ut som spesifikke. To omrader ble grundigere undersekt
vha kji kvadrat-test. Den anatomiske kartleggingen viste at bade det ventromediale feltet
og det sentrale feltet var klare avgrensede felt. Begge feltene hadde ogsé immunoreaktive
celler markert. De spesifikke cellene som ble eksitert innenfor hvert av de to feltene var
gjenstand for analyse. Cellenes respons pa de fire ulike stimuliene ble analysert. Det
ventromediale feltet skiller seg fra det sentrale feltet ved at det kun er innervert av bunten

mMOT, som formidler alarmreaksjon, mens det sentrale feltet innerveres av alle buntene
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i traktus. Den anatomiske kartleggingen tyder pd at det ventromediale feltet er spesielt

viktig i prosessering av skinnekstrakt. Det er interessant & underseke om de to feltene er

signifikant forskjellig, da badde mediale deler av luktelappen og traktus formidler

alarmstimuli. Forst ble det undersekt om cellene i de to feltene responderer forskjellig pd

de fire stimuliene generelt, og pa skinnekstrakt spesielt. Deretter ble hvert felt undersekt

hver for seg for & se om cellene responderte forskjellig pa de fire stimuliene innen hvert

felt. Cellenes respons pa de fire ulike stimuliene 1 de to feltene er vist i tabell 2.

Tabell 2: Antall celler som aktiveres av ulike stimuli i det ventromediale feltet og i det

sentrale feltet

SE = skinnekstrakt F = kjonnsferomon AS = aminosyrer og G = gallesalt. Tallene som stér i
parentes er den forventede verdien i test 1 og 2. (Den forventede verdien i test 3 er 5,75 for vinf

og 5 for sf.).
Stimuli Det Det sentrale Sum
ventromediale feltet
feltet
AS 9 (8,6) 7(7,4) 16
F 4(5,3) 6 (4,7) 10
G 1(2,1) 3(1,9) 4
SE 9(7,0) 4 (6,0) 13
Sum 23 20 43
Test 1

Det ventromediale feltet vinf, og det sentrale feltet sf, sammenlignes:

Ho: Sannsynligheten for at en celle i hver av de to feltene aktiveres av en gitt stimulus er

like stor i begge felt dvs. pas™ = pas*’ og samtidig pr'™ = pr’ og samtidig pg'™ = ps* og

samtidig psg”™ =pse™

Resultat test 1:

p = 0,34 => H,, forkastes ikke, dvs. man kan ikke utelukke at sannsynligheten for at en

celle 1 hver av de to feltene aktiveres av en gitt stimulus er like stor 1 begge felt.

Test 2

Det ventromediale feltet vinf, og det sentrale feltet sf, sammenlignes:
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Hy: Sannsynligheten for at en celle aktiveres av skinnekstrakt er like stor i begge felt dvs.
psx~:vmf = I)SESf

Resultat test 2:

p = 0,17 => Hy forkastes ikke, dvs. man kan ikke utelukke at sannsynligheten for at en

celle aktiveres av skinnekstrakt er like stor i begge felt.

Test 3

Testes for det ventromediale feltet vimf og det sentrale feltet sf, uten & sammenligne
feltene.

Hy: Sannsynligheten for at en celle aktiveres av hvilken som helst av de fire stimuli er
like stor dvs. Hy ™ pAsvmf = vamfZ vamf = pSEV““f og/eller Hy sf. pASSf = stf: stf: pSESf
Resultat test 3:

I det ventromediale feltet: p = 0,04 => H, forkastes, dvs. at sannsynligheten for at en celle
aktiveres av hvilken som helst av de fire stimuli er ikke like stor. I det sentrale feltet: p =

0,57 => Hy forkastes ikke, dvs. man kan ikke utelukke at sannsynligheten for at en celle

aktiveres av hvilken som helst av de fire stimuli er like stor.
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Omrader i telencephalon som kan vare involvert i
alarmreaksjonen
Tre ulike metoder ble benyttet for & underseke hvordan alarmstimuli prosesseres i

telencephalon. Sekundarnevronenes projeksjoner ble sporet anatomisk med nervefargen
Dil, og heyere ordens nevroner ble studert funksjonelt vha immunohistokjemi og ved
elektrofysiologiske registreringer. Her gis en kort oppsummering av omraddene som ble
kartlagt i de ulike forsgkene. Tre omréder ble pavist ved bruk av alle metodene: det
ventromediale og det ventrolaterale omradet prekommissuralt og det sentrale omradet
postkommissuralt. I tillegg ble to omrader kartlagt immunohistokjemisk og
elektrofysiologisk: det dorsomediale omridet prekommissuralt, og det dorsolaterale

omrédet postkommissuralt.

Prekommissurale telencephalon
Det ventromediale omradet
Av buntene i traktus projiserer kun mMOT til det ventromediale omradet. Omradet har

mange immunoreaktive celler, og hvert av de fire stimuliene eksiterte celler 1 omradet.

Det dorsomediale omradet
Ingen av buntene projiserer dorsomedialt, men omradet har mange immunoreaktive

celler. Hvert av de fire stimuliene eksiterte celler 1 omradet.

Det ventrolaterale omradet
Det ventrolaterale omradet innerveres mMOT, men ogsa av de andre buntene av traktus.
Immunoreaktive celler er ogséd markert, men cellene er faerre og mer spredt enn i det

mediale feltet. Hvert av de fire stimuliene eksiterte celler 1 omradet.

Postkommissuralt
Det sentrale omradet
Det sentrale omradet innerveres av mMOT, men ogsa av de andre buntene i traktus.

Immunoreaktive celler er markert. Hvert av de fire stimuliene eksiterte celler 1 omradet.
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Det dorsolaterale omradet
Ingen av buntene projiserer til omradet, men immunoreaktive celler er markert. Hvert av

de fire stimuliene eksiterte celler 1 omradet.
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Diskusjon

Fiskens luktesans har vart en sentral modell for mange studier av den nervese
behandlingen av luktstimuli som resulterer i atferdsreaksjoner (Laberge & Hara, 2001;
Deoving et al., 2005; Hamdani & Deving, 2005; Hansen et al., 2005; Kotrschal,

2000). I lepet av de siste 20 arene har nye molekylarbiologiske metoder fort til en dypere
forstéelse av sansesystemers funksjon hos fisk. Imidlertid har studiene fokusert mest pa
perifer prosessering av luktinformasjon (Ngai et al., 1993; Hansen et al., 2005). Dette
studiet beskriver hvordan alarmstimuli prosesseres i et hayere hjernesenter,
telencephalon. Den anatomiske kartleggingen viser at bunten mMOT, som formidler
alarmreaksjonen, projiserer til bestemte felt i telencephalon. Sporing av projeksjonene til
de andre buntene viser at projeksjonsomradene i stor grad overlapper, men at unike felt
forekommer. Immunohistokjemisk ble nevroner som aktiveres av skinnekstrakt kartlagt i
fire omrader 1 telencephalon. Ekstracellulare registreringer viser at nevroner i
telencephalon reagerte pa kjemisk stimuli med en relativt kortvarig og liten
frekvensekning. De fleste cellene er spesifikke og ble aktivert av enten gallesalt,
kjennsferomon, aminosyrer eller skinnekstrakt. Hvert av de fire stimuliene eksiterte celler

i omradene som var kartlagt anatomisk og/eller immunohistokjemisk.

Argumenter for en spatial fordeling av luktprosessering ble forste gang presentert av
Deoving og Selset (1980). Forskjellige typer atferd ble utlest ved stimulering de ulike
buntene av traktus hos torsk. Flere studier har siden undersekt den funksjonelle
inndelingen av lukteorganet hos fisk. Studiene har vist at hver bunt av traktus formidler
en type atferd (Stacey & Kyle, 1983; Demski & Dulka, 1984; Hamdani et al., 2000;
Hamdani et al., 2001). Dette betyr at sekundernevroner som utgjer en bunt av traktus

mottar spesifikk informasjon fra de primere sansecellene i lukteepitelet.
En kombinasjon av anatomiske, fysiologiske og etologiske forsek har vist at

alarmreaksjon hos karuss formidles av spesifikke deler av lukteorganet: Alarmreaksjon

hos karuss formidles av cilierte sanseceller i lukteepitelet (Hamdani el & Doving, 2002).
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Videre sendes informasjonen til et medialt omrdde i luktelappen (Hamdani el & Doving,
2003) og via en egen bunt av traktus, mMOT, til telencephalon (Hamdani et al., 2000).
Karuss er den fiskearten hvor komponentene involvert i alarmreaksjonen er best definert.
Dette studiet av prosessering av alarmstimuli i telencephalon er en fortsettelse av en
studieserie som kartlegger de forskjellige nevronale komponentene i alarmreaksjon hos

karuss.

Kongruens med tidligere funn

Anatomisk kartlegging av buntenes projeksjoner

Nervefargen Dil ble applisert pd den bunten av traktus som formidler alarmreaksjonen,
mMOT, for & undersgke hvordan fibrene projiserer i telencephalon. Omrader som
innerveres av mMOT er sannsynligvis involvert i prosessering av alarmstimuli.
Projeksjonene fra mMOT ble sammenlignet med projeksjoner fra de andre buntene av
traktus for 4 underseke om buntene projiserer til unike eller overlappende omrdder. Vére
funn viser at buntene projiserer til avgrensede felt i telencephalon. Feltene omfatter et
ventromedialt og et ventrolateralt felt prekommissuralt og et sentralt felt
postkommissuralt. Tilsvarende felt er beskrevet i andre arter som torsk (Doving &
Gemne, 1966; Rooney et al., 1992), maller (Finger, 1975), gullfisk (Ichikawa, 1975; von
Bartheld et al., 1984; Levine & Dethier, 1985), elektrisk al (Sas et al., 1993), bikir
(Braford & Northcutt, 1974) og erret (Matz, 1995). Felles for bade karuss og andre arter
er at store omrader i dorsale telencephalon mottar fa projeksjoner fra buntene. Tidlige
anatomiske studier skiller imidlertid i varierende grad mellom de ulike buntene av
traktus. Det kan skyldes at man ikke har visst at de ulike buntene i traktus formidler

forskjellige atferdsmenstre.

Projeksjoner for de ulike buntene i telencephalon
Hos karuss projiserer buntene i traktus til unike og overlappende felt i telencephalon,

bade ipsi- og kontralateralt. Fibere fra mMOT projiserer til det ventromediale feltet
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prekommissuralt. Dette feltet er ikke innervert av LOT/IMOT. Buntene LOT/IMOT
projiserer ogsa til et unikt omrade prekommissuralt, det basolaterale feltet, som
sammenfaller med deler av det ventrolaterale feltet beskrevet 1 andre arter. Projeksjoner
fra mMOT og de andre buntene overlapper i det ventrolaterale feltet prekommissuralt og

1 det sentrale feltet postkommissuralt.

Prekommissurale telencephalon

Hos karuss projiserer mMOT til et unikt felt ventromedialt, mens LOT/IMOT projiserer
mer basolateralt prekommissuralt. Projeksjoner fra de ulike buntene overlapper i det
ventrolaterale feltet. Hos gullfisk, som star svert near karuss, er det gjort flere
anatomiske studier av luktprojeksjoner: Ichikawa (Ichikawa, 1975) skiller ikke mellom
mMOT og IMOT, men beskriver terminale felt for MOT medialt og for LOT lateralt i
prekommissurale telencephalon. von Bartheld (1984) skiller mellom mMOT og IMOT,
men hevder at IMOT hovedsakelig bestar av sentrifugalfibere. Metoden som ble brukt i
dette studiet, HRP farging, er ikke velegnet for & farge sma, umyeliniserte fibere som
IMOT bestér av (Levine & Dethier, 1985). Kun sterre sekundarnevroners projeksjoner er
derfor blitt sporet. Prekommissuralt beskriver von Bartheld terminale felt for mMOT
medialt og for LOT lateralt. Hos torsk er prekommissurale terminale felt beskrevet for
mMOT medialt og for IMOT og LOT mer lateralt. Projeksjoner fra alle buntene

overlapper i deler av det ventrolaterale feltet, som hos karuss (Rooney et al., 1992).

Kommissurniva

Fibere fra alle buntene av traktus krysser til den kontralaterale hemisfaeren 1 fremre
kommissur hos karuss. Fibrene som projiserer kontralateralt, innerverer felt som tilsvarer
de ipsilaterale. Buntene mMOT og LOT/IMOT krysser i overlappende deler av
Goldsteins kommissur og fremre kommissur. Imidlertid er Goldsteins kommissur og de
kontralaterale feltene mer intenst markert etter Dil applikasjon pa mMOT enn pa
IMOT/LOT. Forskjellen i intensitet tyder pa at flere fibere fra mMOT krysser til den
kontralaterale hemisfaren. Studier hos andre arter viser ogsa at fibere fra alle buntene av

traktus krysser til den kontralaterale hemisfaren i fremre kommissur (Finger, 1975;
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Ichikawa, 1975; Oka, 1980; von Bartheld et al., 1984; Levine & Dethier, 1985; Rooney
et al., 1992; Matz, 1995). Flere studier har vist at LOT krysser i mindre grad enn MOT
(von Bartheld et al., 1984; Levine & Dethier, 1985). Funn som at LOT krysser kaudalt
(von Bartheld et al., 1984) og at IMOT krysser mer dorsalt enn mMOT i fremre
kommissur (Levine & Dethier, 1985), bekreftes ikke i dette studiet hos karuss.

Postkommissurale telencephalon

Postkommissuralt projiserer fibere fra alle buntene i traktus til det sentrale feltet hos
karuss. Feltet innerveres av en stor del av projeksjonene. Tilsvarende felt er beskrevet i
flere arter: gullfisk (Ichikawa, 1975; von Bartheld et al., 1984; Levine & Dethier, 1985),
torsk (Rooney et al., 1992) og erret (Matz, 1995). Hoveddelen av fibrene fra traktus

terminerer i det sentrale feltet hos torsk (Rooney et al., 1992).

Ekstra-telencephaliske projeksjoner
Fluorescens i den kontralaterale traktus, en interbulbar forbindelse

Ved Dil-applikasjon pA mMOT pa den ene siden observeres fluorescens i kontralaterale
mMOT. Dette tyder pa en direkte forbindelse mellom luktelappene. Fluorescens 1
kontralaterale traktus observeres ikke ved Dil-applikasjon pa de andre buntene. Hos
karuss krysser fibere fra alle buntene kontralateralt via Goldsteins kommissur, men
fluorescensen er spesielt sterk nar Dil er applisert pA mMOT. Tidligere studier hos bl.a.
gullfisk (von Bartheld et al., 1984), maller (Finger, 1975) og erret (Matz, 1995) har vist
at fibere fra mMOT som krysser til den kontralaterale hemisfaren via Goldsteins
kommissur, projiserer rostralt og via kontralaterale mMOT til luktelappen. Vare funn
tyder pé at en interbulbeer forbindelse ogsé er til stede hos karuss. Forbindelsen gér via
mMOT, siden kontralaterale mMOT bare fluorescerer ved selektiv applikasjon pé denne

bunten.
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Projeksjoner til andre hjernesentre
Hos karuss projiserer fibere fra alle buntene av traktus til optisk tektum og hypotalamus.
Projeksjoner til optisk tektum, den preoptiske kjernen og hypotalamus er beskrevet i flere

tidligere studier (von Bartheld et al., 1984; Rooney et al., 1992; Matz, 1995)

Fibere fra mMOT krysser i habenula kommissur hos karuss. Ingen fibere fra de andre
buntene krysser i denne kommissuren. Tidligere studier har gjort varierende
observasjoner av projeksjoner til habenula. Hos gullfisk (von Bartheld et al., 1984) og
maller (Finger, 1975) er det kun funnet fibere fra LOT som krysser i habenula
kommissur. Dette star i kontrast til et annet studie hos gullfisk som hevder at fibere fra
MOT, men ingen fra LOT projiserer til habenula (Levine & Dethier, 1985). Hos orret
beskrives kryssende fibere fra LOT, men funnene er usikre (Matz, 1995). Hos torsk er
fibrene som krysser prinsipielt, men ikke utelukkende, fra LOT (Rooney et al., 1992).

Sentrifugalfibere

Nervefargen Dil kan diffundere retrograd etter applikasjon pa traktus. Dermed vil
sentrifugalfibere til luktelappen, med cellekropp i telencephalon eller hoyere
hjernesentere, kunne markeres. Flere studier har pévist cellekropper i samme omréder
som terminale felt (Oka, 1980; Rooney et al., 1992). Sannsynligvis finnes cellekropper i
disse omrédene ogsé hos karuss, men ble ikke observert i vare preparater. Arsaken kan
vere at Dil fortynnes ved diffusjon i membranen. Nervefargen kan ogsa diffundere i
horisontalplanet etter snitting. I tillegg kan cellelegemer kamufleres av andre fibere om

de overlapper og vere vanskelige & oppdage pga. tykke snitt (100 um).

Oppsummering av funn i karuss

Fibere fra mMOT og LOT/IMOT projiserer til unike felt prekommissuralt hhv. det
ventromediale feltet og det basolaterale feltet. Projeksjoner fra alle buntene overlapper i
det ventrolaterale feltet prekommissuralt og i det sentrale feltet postkommissuralt.
Buntene mMOT og LOT/IMOT krysser i overlappende deler av Goldsteins kommissur

og fremre kommissur.

46



Diskusjon

Immunohistokjemisk kartlegging av tertigere og hayere ordens
nevroner

Tertiere og hoyere ordens nevroner i telencephalon som aktiveres ved stimulering av
lukteepitelet med skinnekstrakt ble pavist immunohistokjemisk vha c-Fos. Metoden er
ikke tidligere utprovd hos karuss. Dette studiet viser at c-Fos ekspresjon er velegnet som

marker for nervgs aktivitet hos karuss.

Subcelluleer farging
Immunoreaktive celler hos karuss farges bade i cellekjernen og i cytoplasma. Dette er

forskjellig fra subcellulaer farging ved c-Fos immunohistokjemi hos bdde orret og
pattedyr. Hos pattedyr farges immunoreaktive celler hovedsakelig i cellekjernen.
Forekomst av c-Fos 1 cytoplasma er transient, fordi c-Fos raskt transporteres til kjernen
(Morgan & Curran, 1991). Hos regnbueerret farges immunoreaktive celler kun 1
cytoplasma. Det kan vere flere drsaker til at c-Fos er lokalisert i kjernen hos pattedyr og i
cytoplasma hos regnbuegrret. For det forste har fisk lavere metabolisme som kan fore til
at c-Fos transporteres langsommere inn i cellekjernen. For det andre er
aminosyresekvensen utenfor de konserverte domenene i c-Fos forskjellig. Ulik
proteinstruktur resultere i forskjellige egenskaper og pévirke den subcellulere
lokaliseringen av proteinet. Det er foreslatt at lokaliseringen av fargen kun i cytoplasma
hos regnbueorret skyldes lavere metabolisme og/eller ulik proteinstruktur (Bosch et al.,
1995). Farge i bade kjernen og cytoplasma hos karuss viser at lavere metabolisme ikke
alene forklarer den subcellulere fargingsforskjellen mellom fisk og pattedyr.
Proteinstruktur kan vere en arsak. Mellom ulike vertebrater er aminosyresekvensen i de
ikke-konserverte domenene 1 c-Fos proteinet bare 40-56% identisk. Mellom ulike
fiskearter som regnbueorret, koffortfisk og karpe er kun 47-56% av aminosyrene
identiske. (Matsuoka et al., 1998). Ulik struktur kan gjere at proteinet far ulike
egenskaper i fisk og pattedyr. Med tanke pé fiskens evolusjonare utvikling kan c-Fos

strukturen godt tenkes & vare forskjellig ogsa hos ulike arter av fisk.

47



Diskusjon

Tertizere og hgyere ordens omrader
Immunoreaktive celler ble observert i fire omrader i telencephalon etter stimulering av

lukteepitelet med skinnekstrakt. I tillegg til de tre feltene som ble kartlagt anatomisk ble
immunoreaktive celler markert 1 det dorsomediale omradet prekommissuralt og i det
dorsolaterale omrddet postkommissuralt. Celler i omradene som kun er kartlagt
immunohistokjemisk er sannsynligvis ikke tertizere, men av enda heyere orden, da de
ikke er direkte innervert av sekundarnevronene fra traktus. De er trolig involvert i
prosessering av alarmstimuli pd et hoyere nivd. Om de immunoreaktive cellene 1 de to
omradene er tertieernevroner kan vanskeligheter med & oppdage fluorescens forklare
hvorfor vi ikke har observert sekundernevroner som innerverer cellene. Vanskeligheter
med 4 oppdage fluorescens kan skyldes tykke snitt, eller tynne aksoner. Andre
anatomiske studier av sekundare luktprojeksjoner har imidlertid heller ikke beskrevet
projeksjoner i disse omradene (Finger, 1975; Ichikawa, 1975; von Bartheld et al., 1984;
Levine & Dethier, 1985; Rooney et al., 1992; Sas et al., 1993; Matz, 1995). En
narliggende forklaring er derfor at de immunoreaktive cellene i det dorsomediale
omradet prekommissuralt og 1 det dorsolaterale omradet postkommissuralt er involvert i
alarmprosessering pé et hoyere niva. Dorsale omrdder er antakeligvis viktigere 1
prosessering av luktstimuli enn anatomiske studier av sekundare luktprojeksjoner har
antydet. Omradene har sannsynligvis ogsa en funksjon i prosessering av annen type
sansestimuli. Fibere fra andre deler av hjernen som bl.a. optiske tektum,
trigeminuskjerner, ryggmargen og cerebellum, projiserer til store deler av telencephalon,
men i storre grad til dorsale omrader. Fibrene formidler lyd-, sidelinje-, somatosensorisk-

og visuelle stimuli (Northcutt & Davis, 1983).
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Elektrofysiologiske registreringer: effekt av kjemiske stimuli
pa cellenes fyringsmanster

Nerves aktivitet ble registrert ekstracellulert i telencephalon mens lukteepitelet ble
stimulert med skinnekstrakt, aminosyrer, kjennsferomon og gallesalt, for 4 undersoke
hvordan nevroner i telencephalon svarer pd kjemiske stimuli med hensyn pé fyring og

spesifisitet.

Fyringsmensteret til nevroner i telencephalon ved eksponering til ulike typer luktstimuli
er ikke tidligere studert hos fisk. Et sammenligningsgrunnlag for hvordan nevronene i
telencephalon svarer pa luktstimuli finnes derfor ikke. Et forelopig studie (abstract) som
beskriver luktprosessering hos maller har nylig blitt publisert, men cellenes
fyringsmenster ble ikke beskrevet (Nikonov & Caprio, 2005). I vart studie ble kriteriet
for 4 tolke frekvensendringer som svar valgt etter analyse av registreringene, og syntes a
gé igjen 1 flere registreringer. Nevronene i telencephalon svarte pa kjemisk stimuli 0-15 s
etter at stimuli nddde lukteepitelet, med en frekvensgkning pé ca. 100 % som varte i
minimum 5 s. Cellene hadde hoy spontanaktivitet som varierte uten noen opplagt ytre
faktor. I noen registreringer ble stimuli injisert to ganger. Celler som svarte med en
liknende frekvensekning nér stimulus ble injisert for andre gang, verifiserte at
frekvensegkningen faktisk var svar pé kjemisk stimuli. Det kan likevel ikke utelukkes at
frekvensendringer som har blitt tolket som svar kan skyldes tilfeldige variasjoner 1

spontanaktivitet.

Cellene i telencephalon svarte pa kjemisk stimuli med en kortvarig og relativt liten
frekvensendring sammenlignet med sekundernevroner i luktelappen (Hamdani el &
Doving, 2003). Sentrale mekanismer i telencephalon kan tenkes & ha virket inn og
modulert cellenes aktivitet, og gjort at cellene svarte annerledes pé luktstimuli enn

sekundarnevronene i luktelappen.
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Prosessering av luktstimuli i telencephalon
Den anatomiske kartleggingen viste at de ulike buntene av traktus i stor grad overlapper i

telencephalon, og elektrofysiologiske registreringer viste at storre omréder aktiveres av
alle fire stimuli. Resultatene fra vare eksperimenter tyder pa at luktstimuli prosesseres i
mange omrader og eventuelt pd en annen méte i telencephalon enn i luktelappen. En
kjemotopisk inndeling av luktelappen hos fisk, der spesifikke deler aktiveres av bestemte
luktstimuli er beskrevet i flere studier (Thommesen, 1978; Doving et al., 1980; Friedrich
& Korsching, 1997). Et forelepig studie (abstract) som beskriver luktprosessering 1
telencephalon hos maller hevder at kjemotopien 1 luktelappen er reflektert i telencephalon
(Nikonov & Caprio, 2005). Forfatterne sier at ekstracellulere registreringene viser at
gallesalt, som er et feromon, prosesseres medialt og aminosyrer lateralt. Vare

elektrofysiologiske registreringer hos karuss bekrefter ikke dette utsagnet.

Den anatomiske kartleggingen av buntenes projeksjoner hos karuss tyder pa at det
ventromediale feltet er spesielt viktig i prosessering av skinnekstrakt, fordi feltet er unikt
ved at det kun er innervert av bunten mMOT, som formidler alarmreaksjon. De
elektrofysiologiske registreringer fra celler i telencephalon viser imidlertid at omréder
som ble kartlagt anatomisk og/eller immunohistokjemisk ikke var spesifikke for
skinnekstrakt. Spesifikke omrader i telencephalon kan finnes, men omradene er trolig
mindre eller 1 andre omrader enn der de ekstracellulare registreringene ble gjort. For a
undersgke om det ventromediale feltet aktiveres ulikt 1 forhold til andre felt ble feltet
sammenlignet med det sentrale feltet som er innervert av alle buntene i traktus. Det ble
testet om cellene i de to feltene responderte signifikant forskjellig pé de fire stimuli
generelt, og pa skinnekstrakt spesielt. De to feltene var ikke signifikant forskjellig.
Resultatet tyder pa at begge feltene trolig er like viktige 1 prosessering av de ulike

luktstimuliene.

Det ventromediale og det sentrale feltet ble videre testet stastistisk hver for seg for & se
om cellene responderte forskjellig pa de fire stimuliene innen hvert felt. Testen gav en
signifikant forskjell i respons for de fire stimuliene i det ventromediale feltet. Noe

overraskende aktiverte bade skinnekstrakt og aminosyrer like mange celler i det
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ventromediale feltet. De elektrofysiologiske registreringene hos karuss tyder dermed pé
at lukt prosesseres annerledes i telencephalon enn i luktelappen. Buntenes projeksjoner
indikerer ogsé at informasjon som prosesseres i atskilte omrader av luktelappen
divergerer til flere omrédder 1 telencephalon, som bade er unike og overlapper. Studier hos
pattedyr har vist at luktstimuli som aktiverer spatialt atskilte deler 1 luktelappen
divergerer til spesifikke, men delvis overlappende omrader i cortex (Zou et al., 2001).
Studier av telencephalon hos fisk og cortex hos pattedyr kan imidlertid vanskelig
sammenlignes rent anatomisk, da den embryonale utviklingen er ulik, og homologien til
ulike strukturer er omdiskutert (Northcutt & Davis, 1983). Prosesseringsmekanismene
kan likevel tenkes & veere sammenlignbare. En konsekvens av at buntene fra traktus
divergerer er at de innerverer flere omrader i telencephalon. Fra forskjellige omrader av
telencephalon hos fisk projiserer ulike fibere til andre deler av hjernen (Northcutt &
Davis, 1983). Informasjonen fra et luktstimulus kan derfor overferes til flere regioner.
Dette resulterer i at luktstimuli kan videresendes til mange omrader med ulik funksjon. I
dette studiet ble flere omrader i telencephalon som er involvert i alarmreaksjonen
kartlagt. Fiberprojeksjoner fra mMOT til andre deler av hjernen ble ogsé observert, og

sannsynliggjer at flere hjerneomrader er involvert i alarmreaksjonen.

Forslag til videre studier

I dette studiet er flere omrader i telencephalon som kan vare involvert i prosessering av
luktstimuli kartlagt. Hvert av de fire stimuliene eksiterte celler 1 alle de kartlagte
omrédene, slik at ingen av omradene er spesifikke for alarmstimuli. Innen hvert av
omradene kan det likevel tenkes & vere spesifikke kjerner, men for & underseke dette
kreves tettere registreringer. Om mindre omréder er spesifikke for skinnekstrakt kan vere
et tema for videre studier. Et annet interessant spersmdl er hvilke omrader som er
involvert i1 prosessering av andre typer luktstimuli. Det kan det vere nyttig a gjore
immunohistokjemiske forsek med flere luktstimuli. Aktiverte omrader kan pavises vha av
c-Fos, som synes & fungere godt som en nerves aktivitetsmarker 1 karuss. I denne
oppgaven har vi pavist fibere fra mMOT som projiserer via telencephalon til andre
hjernesentre som bl.a. habenula. Andre hjernesentre kan derfor vaere viktig i prosessering

av alarmstimuli, men disse funnene krever ngyere ettersyn.
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I denne oppgaven ble omrader i telencephalon hos fisk som kan vare involvert i
prosessering av alarmstimuli forsekt kartlagt vha av tre metoder: buntenes projeksjoner
ble kartlagt anatomisk med nervefargen Dil. Tertire og heyere ordens nevroner ble
kartlagt immunohistokjemisk vha farging for proteinet c-Fos som kan brukes som en
marker for nerves aktivitet. Ekstracellulere registreringer ble foretatt mens lukteepitelet

ble stimulert med skinnekstrakt, aminosyrer, gallesalt og kjennsferomon.

e Omrader som kan vere involvert i alarmreaksjonen er det mediale og det
ventrolaterale omradet prekommissuralt, og det dorsolaterale og det sentrale
omradet postkommissuralt.

e Kun mMOT projiserer til det ventromediale feltet prekommissuralt, mens
LOT/IMOT projiserer til det basolaterale feltet prekommissuralt. Alle buntene 1
traktus innerverer det ventrolaterale feltet prekommissuralt og det sentrale feltet
postkommissuralt.

e Nevroner i telencephalon svarer pa kjemisk stimuli 0-15 s etter at stimuli nar
lukteepitelet, med en frekvensekning pa ca. 100 % som varer i minimum 5 s. Ut
fra kriteriet som definerer svar, er de fleste cellene spesifikke og svarer kun pa en
type stimulus. Noen celler svarer pé to eller tre stimuli, men ingen svarer pd fire
stimuli.

e Ingen av omrédene som ble kartlagt anatomisk eller immunohistokjemisk

aktiveres spesifikt av alarmstimuli.
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