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Sammendrag

Den interbulbeere forbindelsen mellom de to luktelappene er en nerve-
forbindelse vi ikke vet s& mye om. Anatomiske studier allerede pa slut-
ten av 1800-tallet viste at det finnes nevroner som projiserer mellom de
to luktelappene - en commisura interbulbaris. Gjennom historien er denne
nerveprojeksjonen dokumentert flere ganger i forbindelse med studier av
andre anatomiske og/eller fysiologiske aspekter ved luktesystemet. Dens
funksjon er imidlertid ikke kjent. Det har ved flere tilfeller veert diskutert
hvorvidt forbindelsen gar direkte, eller om den har synapser. Med denne
oppgaven onsker vi 4 bidra til forstdelsen av anatomien og funksjonen til
den interbulbeere forbindelsen i luktesystemet.

En karpefisk, karuss, ble brukt som modellsystem. Ved hjelp av
sporingsstoffer har vi fulgt projeksjonen av nevroner mellom de to lukte-
lappene. Ekstracelluleere registreringer ble gjort for & se hvordan lukt-
stimuli applisert pd henholdsvis det ipsilaterale og det kontralaterale
sanseepitelet pdvirket den nervese aktiviteten i sekundaere nevroner i
luktelappen.

De anatomiske funnene viste at det i luktesystemet hos karuss finnes en
interbulbeer forbindelse hoyst sannsynlig uten synapse. Resultatene fra de
elektrofysiologiske forsekene viste at de sekundeere nevronene i lukte-
lappen ble pavirket ved kjemisk stimulering av det kontralaterale lukte-
epitelet. For samtlige luktstimuli benyttet ved kontralateral stimulering
ble det funnet enheter som svarte med ekt aktivitet. Duplikasjon av
registreringer viste at rekkefelgen av stimuli ikke hadde noen betydning
for om enhetene svarte pa et stimulus eller ikke. Vi fant ingen korrelasjon
mellom spesifisiteten i respons pa ipsilateral og kontralateral stimulering.
Det ble heller ikke funnet noen kjemotopisk inndeling av omrader
som svarte pa kontralateral stimulering slik det tidligere er funnet ved
ipsilateral stimulering.
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Kapittel 1

Innledning

1.1 Luktesans hos teleoster

Luktesansen hos teleoster er viktig for matsek, migrasjon og sosiale-
og reproduktive interaksjoner. Atferd knyttet til disse livsprosessene
kan induseres ved aktivering av luktesystemet. Ulike stimuli kan utlese
karakteristiske atferdsmenstere. Aminosyrer, nukleotider og polyaminer
er knyttet til matsek, kjonnsferomoner til gyteatferd, og gallesalter til
migrasjon og slektsgjenkjenning [Hamdani og Deving, 2005]. De ulike
typene luktstimuli formidler spesifikk informasjon om ulike situasjoner,
noe som krever presise deteksjonsmekanismer. Viktigheten av en lukt kan
i tillegg veere avhengig av sammenhengen, og korrekt tolkning er derfor
nedvendig. Luktesystemet er derfor fininnstilt for 4 kunne oppdage og
prosessere alle sanseinntrykk slik at individene kan ta riktige avgjorelser,
og dermed oke deres muligheter for & overleve og deres reproduktive
suksess.

1.2 Lukteorganets anatomi

Figur 1.1 pd neste side viser den anatomiske oppbygningen av lukte-
systemet hos karuss, Carassius carassius. Den grunnleggende organiserin-
gen av luktesystemet hos fisk er lik den man finner hos andre vertebrater.
Luktesystemet bestdr grovt sett av fire strukturer; lukteepitelet med sanse-
celler i nesehulen, luktenervene (nervus olfactorius) som inneholder alle ak-
sonene til sansecellene, luktelappene, og luktetraktene (tractus olfactorius).
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Lukterosett med / Overgang mellom
\ lukteepitel /’ telencephalon og
\ ’ luktetrakt

n. olfactorius

Luktelapp ,/ .

Telencephalon

Figur 1.1: Oversikt over fiskehjernen hos karuss, Carassius carassius

Dorsalt oversiktsbilde av hjernen plassert i et omriss av hodet pa en karuss.
Lukterosettene er plassert mellom oynene og snuten. En kort nerve leder til
luktelappen. Forbindelsen mellom luktelapp og telencephalon, tractus olfactorius,
er lang og delt i deler bunter, skjematisk fremstilt i bildet overst til hayre. Den
mediale bunten av den mediale luktetrakten i blatt, den laterale bunten av den
mediale luktetrakten i redt, og den laterale luktetrakten i grent. Figuren er
bearbeidet. Originalfigur i Hamdani og Deving [2007].

Det er separat lukteepitel, luktenerve, luktelapp, og luktetrakt for hoyre
og venstre side. Fisk kan enten ha korte luktenerver og lange luktetrakter,
eller lange luktenerver og korte luktetrakter. Hos teleoster som torskefisk
(Gadidae), malle (Siluriformes) og mange av karpefiskene (Cyprinidae) er
luktetraktene lange og luktelappen ligger et stykke unna telencephalon.

1.2.1 Lukteepitelet

De perifere luktorganene hos karuss bestdr av to dorsalt plasserte
luktegroper. I basis av hver grop er en rosett som er organisert i
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Innledning

lameller med lukteepitel. Hver grop har en fremre og en bakre dpning.
Lukteepitelet eksponeres for luktstimuli ved at vann stremmer inn
gjennom den fremre dpningen, og ut gjennom den bakre. Vannstremmen
hos karuss skapes av en koordinert bevegelse av cilier pa lamellenes
overflate [Doving et al., 1977]. Lamellene har to lag lukteepitel, et pa
hver side av en midtre kjerne av bindevev. Lukt detekteres av sanseceller
pd lukteepitelets apikale overflate, som er i fysisk kontakt med det
ytre miljeet. I lukteepitelet til teleoster er det identifisert tre typer
primeere sanseceller med ulike morfologiske trekk; cilierte sanseceller
[Ichikawa og Ueda, 1977], mikrovilleere sanseceller [Ichikawa og Ueda,
1977; Thommesen, 1983] og kryptceller [Hansen og Zeiske, 1998; Hansen
og Finger, 2000].

De tre typene sanseceller har cellekropper i ulike lag i dypet av luk-
teepitelet (Figur 1.2 pa neste side og Figur 1.3 pa side 7). Cilierte sanse-
celler har lange dendritter som ender i en dendrittisk knopp med et lite
antall cilier. Cellekroppene til disse nevronene ligger dypt nede i epitelet,
neer basallamina. De mikrovilleere sansecellene har kortere dendritter med
en utstikkende tapp med mikrovilli, og cellekropp i midtre sjikt av epitelet.
Den tredje typen sanseceller kalles kryptceller. Disse cellene har fa cilier
og mikrovilli, og ligger apikalt i lukteepitelet, i naerheten av epitelover-
flaten [Hansen og Zeiske, 1998; Morita og Finger, 1998, Hamdani et al.,
2001b; Hamdani og Deving, 2002; 2006]. Sanseceller med lik morfologi
er tilsynelatende spredt tilfeldig ut over hele i lukteepitelet. Funksjonelle,
anatomiske, biokjemiske og molekylaere studier har vist at de tre type-
ne luktreseptornevroner responderer pd ulike klasser av luktsubstanser
[Thommesen, 1983; Hansen et al., 2003].

De morfologiske forskjellene i sansecellene reflekterer trolig ulike
funksjonelle egenskaper. Hos gullfisk og maller er det vist at de forskjellige
celletypene bruker ulike transduksjonskaskader og uttrykker egne klasser
av reseptorer [Hansen et al., 2003; 2004]. Det er ogsa vist at aksoner fra
morfologisk like sanseceller projiserer til glomeruli i samme omrade av
luktelappen [Hamdani et al., 2001b; Hamdani og Deving, 2002; 2006].

I 1991 ble det hos rotte pavist en stor familie gener som uttrykker luktre-
septorer [Buck og Axel, 1991]. Siden oppdagelsen av disse luktreseptor-
genene, har man funnet store familier av luktreseptorgener bade i verte-
brater og invertebrater. Det totale antallet ulike funksjonelle luktreseptor-
er varierer fra art til art, men generelt har pattedyr fler varianter enn fisk
[Alioto og Ngai, 2005; Niimura og Nei, 2005].

Flere studier har vist at hos pattedyr uttrykker de individuelle lukt-
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pithelial surface

2 3

Figur 1.2: Ulike typer sanseceller i lukteorganet hos karuss

De ulike typene sanseceller har forskjellig morfologi. Legg merke til at cellesoma
for de ulike typene sanseceller ligger i ulike dyp i epitelet. Kryptcellene ligger
helt opp mot epitelets overflate (1). De mikrovilleere sansecellene har cellekropper
som ligger noe dypere i epitelet (2, 3), mens de cilierte sansecellene har soma
neer basallamina (4, 5). Alle cellene er farget med Dil applisert i ulike deler av
luktelappen. Figuren er hentet fra [Hamdani et al., 2001b].

reseptornevronene kun en av de ~ 1000 mulige luktreseptorgenene.
Konklusjonene fra disse studiene er at ulike luktreseptorgener ikke ko-
uttrykkes i de individuelle sansecellene [Chess et al., 1992; Ngali et al.,
1993; Ressler et al., 1993; Vassar et al., 1993; Chess et al., 1994]. Det antas
derfor at hver sansecelle kun har én type luktreseptor, eller muligens noen
fa typer luktreseptorer, se Figur 1.3 pa neste side. Hos pattedyr er det
vist at celler som uttrykker en spesifikk reseptor er begrenset til en av fire
utstrakte, men avgrensede omrdder [Ressler et al., 1993; Vassar et al., 1993;
Strotmann et al., 1992; 1994]. En slik organisering av luktreseptorceller
er ikke funnet hos fisk [Ngai et al.,, 1993; Mombaerts, 2004]. I fisk er
det funnet ca 100 luktreseptorgener. Hver av de ulike subfamiliene av
reseptorer utrykkes i mellom 0,5 % og 2 % av luktnevronene [Chess
et al., 1992; Ngai et al., 1993], sammenlignet med 0.1 %-0.2 % i pattedyr
[Ressler et al., 1994b]. Dette gjor at hver luktsubstans aktiverer et unikt
sub-set av sanseceller [Ngai et al., 1993; Mombaerts et al., 1996; Malnic
et al., 1999]. Sansecellene som uttrykker samme reseptor er tilsynelatende
tilfeldig fordelt utover lukteepitelet, men sender aksoner til samme
omrdde (glomerulus) i luktelappen [Ressler et al., 1993; 1994a; Vassar et al.,
1993; 1994; Mombaerts et al., 1996].
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Figur 1.3: Mosaikk av sanseceller i lukteepitelet

Lukteepitelet bestar av en mosaikk av sanseceller som uttrykker ulike luktresep-
torer. In situ hybridiseringseksperimenter indikerer at hvert luktreseptorgen eller
gen-subfamilie uttrykkes i kun 0,5 % - 2,0 % av det totale antallet sanseceller.
Nevroner som uttrykker det samme luktreseptorgenet er ikke samlet i et om-
rade av epitelet, men er tilsynelatende tilfeldig spredt ut over hele lukteepitelet.
Dette skjematiske diagramet illustrerer den lave frekvensen av uttrykket av de
ulike luktreseptorgenene i sanseceller med lik morfologi. De ulike menstrene
representerer ulike luktreseptorgener. I figuren er kun variasjonen i mikrovilleere
sanseceller illustrert. Det er tilsvarende variasjon ogsa i kryptcellene og de cilierte
sansecellene.




Innledning

1.2.2 Nervus olfactorius

Hver sansecelle sender et enkelt uforgrenet akson til luktelappen, hvor
aksonene danner synapser med sekundaere nevroner. Disse aksonene
er tynne (mindre enn 0.2 ym), umyeliniserte, og samles i bunter som
danner nervus olfactorius, luktenerven [Gasser, 1956, Gemne og Deoving,
1969]. Luktenerven kalles ogsa forste hjernenerve. Til forskjell fra spinale
umyeliniserte fibre er det i luktenerven mange aksoner innenfor et
‘mesakson’ [Gasser, 1956].

1.2.3 Luktelappen

Luktelappene hos karuss er ovale strukturer ca 1,3 - 2,1 mm i diameter
som ligger i den fremre delen av hodet, i neerheten av lukteepitelet [Alon-
so et al., 1987]. De er knyttet til resten av hjernen via to fiberbunter; lukte-
traktene. Luktelappene mottar signaler fra de primaere sansecellene, pros-
esserer disse signalene, og sender signaler videre til flere omrdder i telen-
cephalon og diencephalon. Aksonene fra sansecellene i lukteepitelet kom-
mer inn i den fremre delen av luktelappen hvor de sorteres og terminerer
i synaptiske strukturer kalt glomeruli. I hvert glomerulus danner aksoner
fra sansecellene synapser pa dendritter fra sekundeernevroner (se side 17).

Konvergens

En stor grad av nevral konvergens har blitt pavist i flere vertebrater. Det
er estimert at konvergensen, dvs. antall sanseceller pd antall sekundeere
nevronet, kan veere i sterrelsesorden 1000:1 [Allison og Warwick, 1949;
Gemne og Doving, 1969]. Man har antatt at en slik konvergens kan
medfere en hoyere folsomhet og muliggjere deteksjon av luktsubstanser
i sveert lave konsentrasjoner [van Drongelen et al., 1978; Duchamp-Viret
et al., 1989]. Siden de primeere sansecellenes aksoner danner synapser
‘en passant’ og dendrittene til de sekundaere nevronene kan spre seg over
store deler av et glomerulus, er det trolig at et sekundeert nevron kan
motta informasjon fra mer enn 1000 sanseceller. I den ytterste konsekvens
sd kan det tenkes at et sekundeert nevron kan motta informasjon fra alle
de sansecellene som terminerer i et glomerulus. Antallet sanseceller vil da
kunne veare mellom 10 000 og 25 000 per sekundare nevron [Trotier og
Doving, 1996].
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Kjemotopisk inndeling

En kjemotopisk inndeling av luktelappen hos fisk, der spesifikke deler ak-
tiveres av bestemte luktstimuli, er beskrevet i flere studier. I 1978 viste
Thommesen at ulike typer stimuli ga svar i ulike deler av luktelappen, og
konkluderte med at sanseceller som svarer pa samme luktsubstans trolig
projiserer til begrensede omrader i luktelappen hos fisk [Thommesen,
1978]. Disse funnene har senere blitt bekreftet ved overflateregistrering
[Doving et al., 1980], ved optisk imaging av luktelappen hos zebrafisk
[Friedrich og Korsching, 1997; 1998] og ved ekstracelluleereregistreringer
fra enkeltceller i luktelappen hos malle [Nikonov og Caprio, 2001; 2004]
og karuss [Hamdani og Deving, 2003; Lastein et al., 2006]. Det er vist at
hos karuss aktiverer mat-relaterte luktsubstanser, feromonrelaterte lukt-
substanser og luktsubstanser relatert til alarmreaksjonen ulike omrdder i
luktelappen. Omradet lateralt i luktelappen (Figur 1.4 pd neste side) ak-
tiveres ved stimulering med aminosyrer [Doving et al., 1980; Hamdani
et al., 2001b], dette omradet antas derfor a veere viktig for matsek. Ven-
tralt ligger et omrade som svarer pa kjgnnsferomoner. Dette omradet har
blitt knyttet til sosial- og reproduktiv atferd [Hamdani og Deving, 2005;
Lastein et al., 2006]. Omrddet som ligger medialt er sensitivt for skinnek-
strakt. Dette omradet antas derfor a formidle alarmstimuli [Hamdani og
Doving, 2002]. Rostralt i det mediale omrddet ligger omrddet som svar-
er pa gallesalter [Lastein et al., 2006]. Den kjemotopiske fordelingen op-
prettholdes videre i luktetraktene hvor hver bunt formidler en spesifikk
oppfersel (se 1.2.5 side 19).
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Figur 1.4: Kjemotopi i luktelappen hos karuss

Dorsalt oversiktsbilde av luktelappen med nervus olfactorius til venstre og tractus
olfactorius til heyre. Fargene pa de ulike omrddene indikerer hvilke stimuli de
sekundeere nevronene svarer pd. Gronn, aminosyrer; rod, kjennsferomoner; bld,
alarmsubstans; og gul, gallesalter. Denne fargekodingen gar igjen i flere av
figurene i oppgaven. Tverrsnittene under refererer til plan A og B i tegningen
(koronalplan). Figuren er bearbeidet. Originalfigur i [Lastein et al., 2006].
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Organisering av luktelappen

I likhet med luktelappen hos andre vertebrater har ogsa luktelappen hos
teleoster en lagdelt struktur. Lagdelingen er imidlertid mindre tydelig hos
teleoster enn hos hoyere vertebrater som pattedyr . Luktelappen kan deles
inn i fire lag (se Figur 1.5 pa neste side) [Shepherd, 1972; Scott, 1986; Alon-
so et al., 1989; Satou, 1990] :

* Neermest overflaten ligger nervefiberlaget (olfactory nerve layer)
som inneholder de tynne umyeliniserte aksonene fra luktreseptor-
cellene. Disse terminerer pa dendrittene til mitralceller som ligger i
laget under. I dette laget er det kun nervefibre.

® Det glomerulere laget inneholder alle glomeruli hvor aksonene fra
luktreseptornevronene danner synapser med relénevroner. I dette
omradet overfores all informasjon fra de primeere- til de sekundeere
nevronene.

¢ I plexiform og mitralcellelaget ligger cellekroppene til alle mitral- og
mansjettcellene. Det er ogsd funnet dendrodendrittiske synapser i
dette laget. Det antas at disse synapsene er mellom relénevroner og
dendritter fra kornceller.

¢ [ det inneste laget, korncellelaget, ligger cellekroppene til korncel-
lene.
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Nervefiberlaget

Glomeruleerlaget

Plexiform og mitralcellelaget

Lukteepitel Korncellelaget

Mansjettcelle

Korncelle

Mitralcelle

Glomerulus

Figur 1.5: Lagdelt struktur i luktelappen hos teleoster

Skjematisk tegning av et horisontalt snitt i luktelappen hos karuss. Tegningen
viser de fire ulike lagene og den nervese organiseringen. De stiplede linjene angir
overganger mellom lagene. Figuren er bearbeidet. Originalfigur i [Hamdani,
2000].
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Celletyper i luktelappen

I luktelappen hos teleoster finnes det flere typer nevroner: mitralceller,
mansjettceller, kornceller, perinestceller, korte aksonceller (short axon
cells), og celler med blandede synapser (mixed-synapse cells) [Kosa-
ka og Hama, 1982; Scott, 1986; Satou, 1990]. To av disse celletypene er
relénevroner: mitralcellene og mansjettcellene. Figur 1.6 pa neste side vis-
er en skjematisk tegning av noen av de ulike celletypene i luktelappen hos
tisk. Mitralceller og kornceller har blitt funnet hos alle vertebrater. Man-
sjettceller, perinestceller og celler med blandede synapser er celletyper
som ikke har blitt funnet hos andre vertebrater enn teleoster. I luktelap-
pen hos landlevende vertebrater har man funnet periglomeruleere celler
og borsteceller, disse celletypene har man ikke funnet hos teleoster [Alon-
so et al., 1989].

Mitralceller

Mitralceller er relénevroner, og er en av de storste celletypene i luktelap-
pen. Hos karuss er mitralcellene i gjennomsnitt 30 x 14 ym [Fujita et al.,
1988]. I teleoster skiller man mellom to typer mitralceller pd grunnlag av
morfologien til cellekroppen, antallet og forlengelsene av deres dendrit-
tiske forgreninger, startpunket til aksonet samt plasseringen i mediale og
laterale deler av luktelappen. Bdde ulik morfologi og plassering tyder pa
at deres funksjoner er forskjellige. Type I mitralceller finnes hovedsakelig
i den mediale delen av luktelappen. De har en fusiform eller trianguleer
cellekropp og to eller flere dendritter som forgrener seg gjentatte ganger.
Dendrittene ligger ofte et stykke fra hverandre, og aksonet gar ut fra en av
dendrittene. En slik plassering av aksonet er uvanlig. Man antar at type I
mitralceller er karakteristiske for teleoster. Type II mitralceller har runde
eller ovale cellekropper med en dendritt som forgrener seg. Aksonet gar
ut fra cellekroppen. Denne typen mitralceller har flere morfologiske trekk
felles med mitralceller hos pattedyr [Scott, 1986; Alonso et al., 1988; Fuller
etal., 2006]. Hos fisk er ikke nervecellene man kaller mitralceller begrenset
til et enkeltcellelag i luktelappen slik som de er hos pattedyr. De har ikke
sekundeere dendritter, men kan ha mer enn én dendritt med forgrening
(dusk). Som oftest er ikke cellekroppen formet som en mitra (bispelue)
slik den er hos landlevende vertebrater. Sannsynligvis er det bare mitral-
cellene som mottar informasjon direkte fra luktenerven [Sheldon, 1912;
Finger, 1975; Bartheld et al., 1984].
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Nervefiberlaget

Plexiform- og mitralcellelaget
Mitralcelle

Luktenerve

Mansjettcelle

Akson fra
mansjettcelle

: D
1 Korncelle
Korncellelaget |
1
1
I ______
A Luktenerve C
Dendrittisk forgrening
/ fra mitralcelle

Skaft pa mitralcelle-
dendritt

Perifer
dendritt fra korncelle

Figur 1.6: Skjematisk tegning av den cellulaere organiseringen av nevronene i

luktelappen hos fisk

Distribusjon av synapser pd mitralcelle, mansjettcelle og korncelle. (A) Synapse
mellom fiber fra luktenerven og dendritt fra mitralcelle. (B) Dendrodendrittisk
resiprok synapse mellom dendritisk skaft pd en mitralcelle, og perifer dendritt
fra en korncelle. (C) Resiprok synapse mellom utstikker pa aksonet til en man-
sjettcelle, og perifer dendritt fra en korncelle. (D) Synapse mellom sentrifugalfi-
bre og dendritt fra en korncelle Apne piler indikerer retningen pa asymmetriske
synapser. Fylte piler indikerer retningen i symmetriske synapser. Figuren er bear-

beidet. Originalfigur i Satou [1990]
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Mansjettceller

Mansijettceller er en type internevron [Kosaka og Hama, 1979; Kosaka,
1980; Kosaka og Hama, 1981; Alonso et al., 1987; Arévalo et al., 1991].
I likhet med mitralceller er mansjettceller ogsa relénevroner. Det antas
imidlertid at mansjettceller ikke har direkte kontakt med sansecellenes
aksoner, men at de i hovedsak far synaptisk informasjon fra kornceller
som danner synapser pd mansjetten, et omfattende omrade av utvekster
i forste del av aksonet til mansjettcellene (ca 50-100 ym fra cellekroppen).
Mansjettens utlopere strekker seg ut 15 - 50 ym fra aksonet (se Figur 1.6
pa forrige side). Utvekstene som utgjer mansjetten danner et stort antall
resiproke synapser med kornceller. I resiproke synapser er det gjensidig
kommunikasjon mellom to celler [Isaacson og Strowbridge, 1998]. Det er
anslagsvis 1000 til 2000 kornceller per mansjettcelle [Kosaka og Hama,
1979; Kosaka, 1980; Scott, 1986; Fuller et al., 2006]. De dendrittiske
utvekstene til mansjettcellene danner fa forbindelser med andre nevroner
enn kornceller [Kosaka, 1980; Kosaka og Hama, 1982].

Kornceller

Kornceller er smé internevroner uten aksoner. De har cellekropp dypt
nede i plexiform og mitralcellelaget [Alonso et al., 1989], og dendritter
som krysser flere lag (se Figur 1.6 pa forrige side). Kornceller anses & veere
de viktigste internevronene i luktelappen hos alle vertebrater [Alonso
et al.,, 1989], og kan stimulere eller inhibere relénevronene. Resiproke
forhold mellom kornceller og mitralceller er funnet bdde i pattedyr og
teleoster. I tillegg stdr kornceller hos teleoster for de fleste, om ikke
alle, synaptiske input til to typer nevroner som er unike for luktelappen
hos fisk: mansjettceller og perinestceller [Alonso et al., 1989]. Noen av
synapsene man har observert i kornceller i luktelappen hos teleoster ligner
pa synapser man har funnet i periglomeruleere celler hos pattedyr. Det
kan derfor se ut til at korncellene hos teleoster pd synaptisk niva tilsvarer
bade periglomerulare celler og kornceller hos pattedyr [Kosaka og Hama,
1982].

Perinestceller

Perinestcellene er sma nevroner i utkanten av diskré felt - noster - i
neerheten av cellekroppen til mansjettceller. Perinestcellene har sfeerisk
cellekropp, ca 8 ym i diameter, med en til tre dendritter og et akson som
forgrener seg i neerheten av cellekroppen. Dendrittene til perinestcellene
forgrener seg inn i n@stet og danner symmetriske synapser med kornceller.
Det antas at det ikke finnes noen ekvivalent til perinestceller i luktelappen
hos pattedyr [Kosaka og Hama, 1982].
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Korte aksonceller
I flere av lagene finnes det sma internevroner kalt korte aksonceller
[Ichikawa, 1976; Satou, 1990].

Celler med blandede synapser

Cellene med blandede synapser (mixed-synapse cells) har asymmetriske
synapser med dendritter fra relénevroner og symmetriske synapser med
kornceller [Kosaka og Hama, 1982].
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Synaptiske omrader i luktelappen

I luktelappen hos teleoster finnes det to forskjellige typer synaptiske
omrdder: glomeruli og nester. Disse to typene synaptiske omrdder finnes i
glomeruleerlaget og i den ovre delen av pleksiformlaget, blandet sammen
i et mosaikk-menster.

Glomeruli

Glomeruli er de funksjonelle enhetene i luktelappen; sfeeriske struktur-
er hvor det har blitt pavist ulike typer synapser. Selve glomerulus in-
neholder ikke noen nevrale cellekropper, men penetreres av aksoner fra
primeere nevroner i lukteepitelet, og dendritter fra mitralceller (sekundeere
nevroner) og kornceller. Alle synapser mellom aksonene fra de primeere
nevronene i lukteepitelet og de sekundare nevronene i luktelappen er
lokalisert i glomeruli. Det har blitt pavist eksitatoriske asymmetriske
synapser mellom aksoner fra luktreseptorceller og dendritter fra mitral-
celler ved sfeeriske synaptiske vesikler, og en karakteristisk fortykning av
den postsynaptiske membranen [Ichikawa, 1976] (se Figur 1.6 pa side 14,
A). Det er ogsa pavist dendodendrittiske synapser mellom mitralceller og
kornceller (se Figur 1.6 pa side 14, B). Disse er resiprokale slik at mitral-
cellene er eksitatoriske pa korncellene (glutamat fra mitralcellene eksiterer
korncellene), og korncellene er inhibitoriske pd mitralcellene (ved gamma-
aminobutyrat) [Satou, 1990; Yokoi et al., 1995].

Luktreseptorcelle — mitralcelle = korncelle

Sansecellene som projiserer til ett og samme glomeruli er tilsynelatende
fordelt utover hele lukteepitelet [Baier et al., 1994].

Ngster

Nostene er diskré sfeeriske omrader, ca 20 - 50 ym i diameter, som
omgir den forste umyeliniserte delen av aksonet til mansjettcellene
(mansjetten) [Kosaka og Hama, 1982]. I nostene er det hovedsakelig
tre ulike typer nerveceller: mansjettceller, kornceller og perinestceller.
Mansjettceller og kornceller har et antall synaptiske vesikler og danner
synapiske kontakter med hverandre (ganske like de mellom mitralceller
og kornceller i de glomeruleere omrddene). Korncellene eksiteres av
glutamat fra mansjettcellene og mansjettcellene hemmes av gamma-
aminobutyrat fra korncellene (resiproke synapser, se Figur 1.6 pa side 14,
C). Kornceller danner ogsa symmetriske synapser med perinestceller.

Mansjettcelle = korncelle — perinestcelle
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Type I og type II enheter

Ved elektrofysiologiske registreringer fra luktelappen har man observert
to ulike typer aktivitet. Figur 1.7 pd neste side viser formen pa ak-
sjonspotensialene. Enhetene som har disse to ulike typene aktivitet har
man kalt henholdsvis type I og type II enheter. Man antar at type I og
type II enheter tilsvarer mitralceller og mansjettceller [Zippel et al., 2000;
Hamdani og Doving, 2003]. Registrert samtidig i samme elektrodeposisjon
er type I aktiv nar type Il er stille og omvendt.

Type I

Svarer med aktivering: et utbrudd av impulser samtidig som stimulus
ndr lukteepitelet. Type I enhetene har difasisk aksjonspotensiale med
liten amplitude og kort varighet (2,7 - 5 ms). Tidligere studier har
vist at den spontane aktiviteten og interstimulusaktiviteten til type I
enhetene varierer mellom 0,01 og 4 aksjonspotensialer per sekund [Zippel
et al., 2000; Hamdani og Deving, 2003]. Type I enhetene antas a veere
mitralceller.

Type 11

Virker i kontrasterende interaksjon til type I enhetene. Aksjonspotensialet
til type II cellene har sterre amplitude enn aksjonspotensialet til type I en-
hetene, og responsen varer lengre (5 - 7 ms). Aksjonspotensialet er nesten
alltid etterfulgt av en langsom difasisk potensialbolge. Tidligere studi-
er har vist at forsinkelsen mellom aksjonspotensialet og den difasiske
potensialbolgen (mélt som tidsrommet mellom laveste spenning under
aksjonspotensialet, og laveste spenning under den langsomme potensial-
bolgen) varierer mellom 8 og 8,5 ms [Hamdani, 2000]. Type II enheter dan-
ner synapser med et stort antall kornceller. Amplituden til den langsome
potensialbolgen avhenger av antallet kornceller som aktiveres [Hamdani,
2000]. Type II enhetene antas & vaere mansjettceller [Zippel et al., 1999].

1.2.4 Tractus olfactorius

Fra luktelappen projiserer sekundeernevronene via luktetraktene til telen-
cephalon og andre hoyere hjernesentre. Traktene er aksoner fra nervecel-
lene i luktelappen som strekker seg til telencephalon. Bade hos fisk og
pattedyr bestdr luktetraktene av myeliniserte og umyeliniserte nervefibre
[Sheldon, 1912; Adrian og Ludwig, 1938]. Elektrofysiologiske og elektron-
mikroskopiske studier har vist at disse fibrene har ulike diametere [Dov-
ing og Gemne, 1965; Doving, 1967]. Luktetrakten hos fisk kan deles inn i
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Type | enhet Type Il enhet
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Figur 1.7: Type I og type II enheter

Type I enhetene antas & veere mitralceller. Liten amplitude og difasisk ak-
sjonspotensiale (AP) av kort varighet (2,7-5 ms). Type II enhetene antas & veere
mansjettceller. AP med sterre amplitude og en respons pa mellom 5 og 7 ms.
Aksjonspotensialet til type II enhetene er nesten alltid etterfulgt av en langsom
difasisk potensialbolge (SP). Disse cellene har synaptisk summasjon med et stort
antall kornceller. Amplituden til den langsomme potensialbolgen avhenger av
antallet kornceller som aktiveres. Figuren er hentet fra Hamdani og Deving [2003]

atskilte bunter [Sheldon, 1912]. Hos karuss kan luktetraktene deles inn i to
hovedbunter pa hver side: den laterale luktetrakten (LOT) og den medi-
ale luktetrakten (MOT). MOT kan igjen deles inn i to atskilte bunter: den
mediale bunten av MOT (mMOT) og den laterale bunten av MOT (IMOT).
Den anatomiske inndelingen av luktetraktene og det faktum at luktetrak-
tene inneholder ulike typer aksoner reflekterer trolig ulike funksjonelle
egenskaper. Inndelingen videreferer den kjemotopiske organiseringen i
luktelappen, der spesifikke deler aktiveres av ulike stimuli (se avsnitt
1.2.7, side 20).

1.2.5 Funksjonell inndeling av luktetraken

De funksjonelle implikasjonene av deling av luktetraktene ble forste
gang vist ved elektrisk simulering av separate bunter av luktetrakten i
frittsvemmende torsk. Forsekene viste at de ulike buntene formidler spe-
sifikke atferder. Elektrisk stimulering av mMOT induserte fryktrespons.
Stimulering av IMOT induserte gyteatferd, mens stimulering av LOT in-
duserte to typer atferd knyttet til matsgk [Doving og Selset, 1980]. En lig-
nende funksjonell inndeling er beskrevet hos gullfisk. Stacey og Kyle viste
i 1983 at kutting av MOT ga redusert gyteatferd [Stacey og Kyle, 1983].
Forsek utfert av Demski og Dulka aret etter viste at elektrisk stimulering
av MOT var bdde nedvendig og tilstrekkelig for & sette igang seedutles-
ning [Demski og Dulka, 1984]. Hos karuss har atferdsforsek der de ulike
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buntene ble kuttet vist at mMOT medierer alarmreaksjon [Hamdani et al.,
2000], IMOT gyteatferd [Weltzien et al., 2003] og LOT matsek [Hamdani
et al., 2001a]. Likhetene i den kjemotopiske organiseringen av luktetrak-
tene mellom ulike arter indikerer et felles fylogenetisk slektskap i organis-
eringen av luktesystemet.

1.2.6 Luktsubstanser

Det er identifisert flere grupper av naturlige luktsubstanser som er
okologisk relevante i forbindelse med luktesystemet hos fisk. Aminosyrer,
gallesalter, nukleotider, gonadesteroider, og prostaglandiner er grupper
som har blitt identifisert som spesielt viktige luktstimuli for teleoster.
Stimulering med slike luktsubstanser kan endre adferdsmensteret, og fore
til adferd som strekker seg fra matsgk og gjenkjenning/lokalisering av
predatorer til sosiale interaksjoner og synkronisering av reproduktivitet
[Rolen et al, 2003].

1.2.7 Projeksjon fra sansecelle til luktetrakt

Luktesystemet hos fisk er organisert i parallelle signalveier. Om man sam-
menfatter resultatene fra flere av studiene som er omtalt i de foregdende
avsnittene kan man felge projeksjonen fra sansecellene til de ulike delene
av luktetrakten (se Figur 1.8 pa neste side). Sub-populasjoner av nevroner
svarer pd funksjonelt forskjellige grupper luktsubstanser, og det er en sam-
menheng mellom aktivering av nevroner og atferd. Sanseceller med lik
morfologi konvergerer til de samme omradene av luktelappen. Videre er
de ulike delene av luktelappen forbundet med forskjellige deler av trak-
tene. Hos karuss er det vist at luktereseptorceller med cellekropp i de
dypere delene av lukteepitelet, cilierte celler, projiserer til den mediale de-
len av luktelappen. Dette omradet er sensitivt for skinnekstrakt, og sig-
nalene projiseres videre via mMOT som er viktig for alarmreaksjonen.
Luktereseptorceller med cellekropp i det midtre sjiktet av lukteepitelet,
mikrovilleere celler, projiserer til den laterale delen av luktelappen. Dette
omradet er sensitivt for aminosyrer. Cellene i dette omradet sender sig-
naler til telencephalon via LOT som er aktiv ved matseoksatferd. Lukte-
reseptorceller med cellekropp i det overste sjiktet av lukteepitelet, kryp-
celler, projiserer til den ventrale delen av luktelappen. Dette omradet er
sensitivt for kjennsferomoner. De sekundeere nevronene i dette omradet

20



Innledning
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Figur 1.8: Projeksjoner fra sansecellene i lukteepitelet via luktelappen og
videre til traktene

Skjematisk fremstilling av organiseringen av sanseceller og sekundeere nevroner i
lukteorganet. Kryptceller i redt, mikrovilleere celler i grent, og cilierte celler i blatt.
Sansecellene i lukteepitelet projiserer via nervus olfactorius til spesifikke deler av
luktelappen der de danner synapser med sekundare nevroner. Videre projiserer
aksonene til de sekundaere nevronene i tre ulike bunter av tractus olfactorius:
mMOT, IMOT og LOT. Figuren er hentet fra [Hamdani og Deving, 2007].

har aksoner i IMOT som er viktig for gyteatferd. De ulike morfologiske
typene sanseceller kan pd denne maten kobles til spesifikke atferder.

1.2.8 Efferente fibre

Luktetrakten inneholder i tillegg til afferente fibre fra luktelappen ogsa
efferente fibre som projiserer til luktelappen [Sheldon, 1912]. Hvor disse
aksonene kommer fra er ikke sikkert. Det kan veere efferente fibre fra hjer-
nen, eller det kan veere fibre fra den interbulbaere forbindelsen [Sheldon,
1912; Adrian og Ludwig, 1938]. Efferente fibre fra telencephalon og hoyere
deler av hjernen kalles sentrifugalfibre. Sentrifugalfibrene kan virke i pros-
essering av luktinformasjon. Nevronene i luktelappen kan modifisere luk-
tinformasjonen for den videreformidles. Modifikasjon av luktinformasjon
kan veere avgjorende for atferd knyttet til eksponering av luktsubstanser.
Eksponering for alarmstimuli kan for eksempel gjore at annen atferd, som
matsgk, blir undertrykt. Slik atferdsendring kan veere viktig for & oke
sannsynligheten for overlevelse og reproduktivsuksess. Det er mulig at ef-
ferente fibre er med pa slik modifikasjon av sanseintrykket [Doving, 1982].
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1.3 Forbindelsen mellom luktelappene

Pa bakgrunn av histologiske studier foreslo Bellonci sa tidlig som i 1883
at det fantes en interbulbeer forbindelse i luktesystemet hos teleoster. En
direkte nerveforbindelse mellom de to luktelappene dannet av sekundeere
nevroner som har cellekropper i den ene luktelappen, og aksoner som
strekker seg til den kontralaterale luktelappen. To ar tidligere hadde han
funnet samme type forbindelse i landlevende vertebrater [Bellonci, 1882].
Eksistensen av et efferent luktesystem er bekreftet ved flere tilfeller senere
[Osborn, 1886; van Gehuchten, 1894; Cajal, 1904; Goldstein, 1905; Sheldon,
1912; Holmgren, 1920; Ottoson, 1963]. Sheldon beskrev efferente fibre som
gikk ned til luktelappen, men disse hadde cellekropp i den ipsilateralt
hemisfeeren. Han var derfor ikke overbevist om eksistensen av en direkte,
dvs usynaptisk interbulbeer forbindelse. Cajal studerte fibrene i den
interbulbeere forbindelsen ved hjelp av Golgifarging og Marchimetoden.
Figur 1.9 pa side 24 er fra boken om nervesystemet hos mennesker
og andre vertebrater skrevet av Ramoén y Cajal, utgitt 1904. Fibrene
i den interbulbeere forbindelsen Cajal tegnet kommer fra bersteceller
(tuftedcells) og ender pd kornceller i den kontralaterale luktelappen.
Borsteceller er en celletype som finnes i landlevende vertebrater, men har
ikke blitt hos teleoster [Alonso et al., 1989].

I fisk har man funnet at fibrene i den interbulbeere forbindelsen kommer
fra mitralcellelaget i luktelappen [Bass, 1981b], krysser i fremre kommisur
[Allison, 1953; Lohman og Mentink, 1969; Bartheld et al.,, 1984], og
innerverer kornceller i den kontralaterale luktelappen [Zippel et al.,
1993]. Kartlegging av efferenter til luktlappen har vist at fibrene fra
den kontralaterale luktelappen terminerer rostralt og ventromedialt,
i overgangen mellom korncellelaget og mitralcellelaget [Bass, 1981a;
Bartheld et al., 1984; Ebbesson et al., 1986]. Flere studier har vist fibrene i
at den interbulbeere forbindelsen gar via mMOT pa de to sidene [Bartheld
et al., 1984; Ebbesson et al., 1986; Zippel et al., 1993]. Det er ikke rapportert
funn av fibre fra den kontralaterale luktelappen i verken IMOT eller
LOT, eller funn av fibre fra IMOT eller LOT som krysser over til den
kontralaterale luktelappen.

Doving og Gemne gjennomferte i 1965 elektrofysiologiske forsek pa
lake (Lota lota L.). I disse forsekene fant de posttetanisk potensiering av
responsen pd kontralateral stimulering. De fant ogsa at berering av skinnet
pa fisken kunne utlese impulser som endret den spontane aktiviteten i de
nervese enhetene i luktetrakten. P4 bakgrunn av resultatene konkluderte
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de med at forbindelsen mest sannsynlig ikke er direkte men gar via
en synapse, sannsynligvis i telencephalon [Deving og Gemne, 1966]. 1
forseok med retrograd farging av nervefibre fra luktelappen hos gullfisk
i 1980 ble det ikke funnet farging av den kontralaterale luktetrakten.
Konklusjonen fra dette forsoket var ogsa at forbindelsen mest sannsynlig
har en eller flere synapser [Oka, 1980]. Andre studier har konkluderte med
at forbindelsen er direkte, og ikke har synapse [Bass, 1981b].

1.4 Tidsaspektet

Betydningen av den interbulbzere forbindelsen for lokalisering av lukt-
stimuli er ikke kjent. Forsek med rotter har vist at de kan lukte i stereo
[Rajan et al., 2006]. Det er ogséd gjort noen forsgk med insekter. Studier
av atferden til sommerfugler i en luktplum har vist at de reagerer pa om
stimuli kommer til antennen pa hoyere eller venstre side ved a fly (svinge)
til den siden som er stimulert [Baker, 1986]. For oss mennesker kan en
tidsforskjell pa 1 ms eller en 10 % konsentrasjonsforskjell i luktstimuli til
et nesebor i forhold til det andre veere nok til & gi forflytning av lukt-
sensasjon fra midtlinjen mot den ene siden av nesen [von Békésy, 1964].
Dette kan bety at informasjonen om ankomst er kodet i luktesystemet.
Det er uvisst om dette skjer i luktelappen med hjelp av den interbulbzere
forbindelsen, eller om det er sentrale enheter som svarer pa tidsaspektet
ved stimuleringen. Muligheten for a studere tidsaspektet ble diskutert i
planleggingen av forsgkene som skulle gjennomferes i dette studiet. Det
ble funnet for usikkert og tidkrevende 4 lage utstyr som kunne stimulere
hoyre og venstre lukteepitel med varierende tidsintervaller i sterrelsesor-
den millisekunder. Slike forsgk ble derfor skrinlagt pd et tidlig stadium.

1.5 Tidligere arbeid med Dil

I forbindelse med en tidligere masteroppgave ved avdeling for fysiologi,
UiO, ble det gjort anatomisk kartlegging av projeksjoner fra de ulike de-
lene av luktetrakten til telencephalon [Medin og Sandbakken, 2005]. De
tre delene av luktetrakten pd karusspreparater ble farget med nervefar-
gen Dil (1,1-dilinoleyl-3,3,3",3’-tetramethylindocarbocyanine perchlorate,
Molecular Probes, Eugene, OR, USA), lagt i paraformaldehyd og oppbe-
vart morkt i ca seks maneder i pavente av at fargestoffet skulle diffundere
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Figur 1.9: Den interbulbaere forbindelsen tegnet av Cajal

[llustrasjonen viser den interbulbeere forbindelsen tegnet fra venstre mot hoyre.
Aksoner fra borsteceller i den venstre luktelappen projiserer via telencephalon
til den heyre luktelappen hvor de terminerer pa kornceller. Borsteceller er en
celletype man ikke har funnet i luktelappen hos fisk.

(A) LOT (B) fremre kommisur (C) sanseceller i lukteepitelet.

Pilene indikerer retningen av impulser i luktesystemet slik Cajal antok de gikk.
Figuren er hentet fra [Cajal, 1904].

24



Innledning

til telencephalon. Et av preparatene hvor mMOT var farget med Dil viste,
i tillegg til projeksjoner til telencephalon, en begynnende farging av den
kontralaterale luktetrakten. Dil er fettloselig, og kan derfor diffundere i
cellemembranen, men antas & ikke krysse synapser. Dette kan tyde pa at
det finnes en direkte forbindelse uten synapse som gar mellom de to lukte-
lappene, via mMOT pé de to sidene. Preparatene der LOT og IMOT hadde
blitt farget ble ogsd studert, men ingen av disse preparatene viste tegn til
farging av den kontralaterale luktetrakten.

1.6 Motivasjon

Fiskens luktesans har vert en sentral modell for mange studier av den
nervese behandlingen av luktstimuli. Man vet at luktelappene pa hoyre
og venstre side er forbundet med hverandre via telencephalon, men
man kjenner ikke betydningen av forbindelsen. I dette arbeidet onsket
vi & se neermere pd anatomiske og fysiologiske egenskaper ved denne
interbulbzere forbindelsen i luktesystemet.

Preparatene som var brukt i forsekene til Medin og Sandbakken (se 1.5
pa side 23) viste en begynnende farging av den kontralaterale luktetrak-
ten. Usikkerhet rundt hvordan preparatene hadde veert oppbevart etter
forsokene til Mari og Tirill ble avsluttet, gjorde at vi ensket & replikere
forsoket. Noen av preparatene hadde ogsa sma skader. Det var derfor
onskelig a gjore flere farginger av preparater for a bekrefte funnet.

De fleste tidligere studier av den interbulbeere forbindelsen har fokusert
pa anatomisk kartlegging. I de tilfelle der man har sett pa den nervese ak-
tivitet har det blitt gjort overflateregistreringer. Ved overflateregistrering
madles den totale nervose aktiviteten i vevet, og aktiviteten til ulike enkelt-
enheter kan ikke skilles fra hverandre. Siden nervesystemet fungerer pa
det celluleere niva valgte viidette studiet a heller gjore ekstracelluleere reg-
istreringer fra enkeltnevroner. Videre er nesten alle tidligere studier av den
interbulbeere forbindelsen gjort med elektrisk stimulering. Elektrisk stim-
ulering av nevronene i luktesystemet skjer ikke under naturlige forhold,
og den biologiske relevansen kan diskuteres. I dette studiet ble det derfor
stimulert med naturlige luktsubstanser som er relevante for fisk.

Fyringsmonsteret til nevroner i luktelappen ved eksponering til ulike
typer luktstimuli har flere ganger tidligere blitt studert, men det har ikke
blitt sett pa responsen ved kontralateral stimulering. Tidligere studier

25



Innledning

av den funksjonelle inndelingen av luktelappen har konsentrert seg om
svar pa ipsilateral stimulering. Ingen har tidligere sett pd om det er en
funksjonell inndeling av luktelappen med hensyn til svar pa kontralateral
stimulering.

1.7 Forseksdyr

Luktesystemet hos heyere vertebrater er sveert omfattende med opptil
1000 ulike luktreserptorer, og kan skille mellom flere tusen ulike luktsub-
stanser [Buck og Axel, 1991]. Det er derfor hensiktsmessig & benytte seg av
et modellsystem som er kvantitativt mindre komplekst, men kvalitativt sa
likt som mulig [Korsching et al., 1997]. Generelt antas det at luktesystemet
hos fisk er mindre komplekst enn hos hoyere vertebrater. Bruken av fisk
som modellsystem innen forskning pa lukt er derfor sveert utstrakt. Karuss
ble valgt som forseksdyr siden vi kjenner luktesystemets oppbygning hos
denne arten. Som vist i Figur 1.1 pd side 4 er de to luktelappene tydelig
atskilte, og luktetrakten (tractus olfactorius) fra luktelapp til telencephalon
er lang. Disse anatomiske seertrekkene gjor det lett & komme til de ulike
buntene. Flere tidligere undersgkelser har kartlagt luktspesifisiteten til
omradene i luktelappen, slik at vi vet hvilke omrader som aktiveres av
ulike stimuli (se avsnitt om kjemotopisk inndeling av luktelappen, side
9). En annen fordel med & bruke fisk som modellsystem er at luktsub-
stansene er vannbarne, og dermed lettere & administrere og kontrollere
enn luftbarne luktstimuli. Forsek med luftbarne luktstimuli er mer utsatt
for kontaminasjon og ikke-reseptor-mediert interaksjon som kan omga re-
septoren, og direkte aktivere second messenger-systemer [Korsching et al.,
1997].
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1.8

Problemstilling

Formdlet med dette studiet var 4 se pd anatomiske og fysiologiske
egenskaper ved den interbulbeere forbindelsen mellom de to luktelappene
hos karuss. Vi ensket & pavise den interbulbeere forbindelsen anatomisk,
samt se pa hvordan de sekundare nevronene i luktelappen pavirkes ved
kjemisk stimulering av det kontralaterale lukteepitelet.

Med dette studiet onsket vi & fa svar pa felgende sporsmal:

Er det en interbulbeer forbindelse uten synapse i luktesystemet hos
karuss?

I flere tidligere studier har man funnet at elektriktisk stimulering av
den kontralaterale mMOT paviker den nervese aktiviteten i lukte-
lappen. Endres aktiviteten i de nervese enhetene ogsd ved kjemisk
stimulering av det kontralaterale lukteepitelet? Er endringen en okn-
ing eller reduksjon i aktivitet?

Er det noen korrelasjon mellom spesifisiteten til enhetene ved
ipsilateral- og kontralateral stimulering.

Det er kjent at det er en romlig fordeling av enhetene som svarer ved
ipsilateral stimulering. Eksisterer det en slik kjemotopisk inndeling
av enhetene som svarer pa kontralateral stimulering, og er disse
fordelingene sammenfallende?

Luktetrakten har en funksjonell inndeling der de ulike buntene
formidler informasjon om ipsilateral stimulering med ulike luktstim-
uli. Er det en funksjonell inndeling av fibrene i den interbulbeere
forbindelsen slik at det formidles informasjon om noen luktstimuli,
men ikke alle? Har de ulike stimuli forskjellig effektivitet med tanke
pa a kunne pdvirke aktiviteten i den kontralaterale luktelappen?

Det kunne tenkes at sensitiviteten til luktsubstans X oker eller re-
duseres etter stimulering med luktsubstans Y, og at stimulering med
X derfor har forskjellig effekt avhengig av stimuleringsrekkefolgen.
Har rekkefolgen av stimuli noen betydning for hvorvidt en enhet
svarer pa stimulering eller ikke?
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Kapittel 2

Materialer og metoder

2.1 Forsoksdyr

Karuss, Carassius carassius, ble fanget med ruser i Tjernsrud, et lite
predatorfritt tjern like utenfor Oslos bygrense. Fiskene ble transportert til
akvarieavdelingen ved Institutt for Molekylzr Biovitenskap, Universitetet
i Oslo. Ved akvarieavdelingen ble fiskene holdt i 1000 L akvarietanker
med gjennomstremmende vann, ved en fotoperiode pd lys:morke 12:12
og temperatur rundt 10 °C. Fiskene ble matet tre ganger/uke med
kommersielt pelletfér (Modulfoér, Ewos, Norge). Individene som ble brukt
i forsgk veide mellom 35 og 85 g (58£16,5 g). 15 fisk ble brukt til
elekrofysiologiske forsgk, og 5 fisk ble brukt til Dil farging. Forsekene ble
gjennomfert i henhold til de nasjonale lover, regler og retningslinjer som
gjelder for forsgk med dyr ved Universitetet i Oslo. Tillatelse til dyreforsek
ble gitt av Utvalget for Forsek med Dyr.
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2.2 Nevroanatomisk studie av den interbulbare
forbindelsen ved bruk av sporingsstoffer

221 Dil

Det fluorescerende fargestoffet Dil (1,1-dilinoleyl-3,3,3’,3’-tetramethylindo-
carbocyanine perchlorate, Molecular Probes, Eugene, OR, USA) ble benyt-
tet for & spore sekundeernevronenes projeksjoner til den kontralaterale
luktelappen. Dil er en nervefarge som tilhorer en familie av karbocyanin-
fargestoffer som er lipofile. Diffusjonen skjer i cellemembranen, og
fargestoffet antas & ikke krysse synapsene. Diffusjonshastigheten er pé ca
1,2 x 10711 ¢m? x s71 ved romtemperatur. Fargestoffet eksiteres i gront
lys (Amax eksitasjon 550 nm) og har maksimal emisjon i det oransje-rode
omradet (A;4x emisjon 565 nm).

2.2.2 Kirurgi

For de nevroanatomiske studiene var det nedvendig & perfusjonsfiksere
tiskene. De ble plassert i benzocain (45 mng‘l), lagt i en form med
buken opp, og perfundert med 4 % paraformaldehyd i fosfatbuffer,
pH 7,4, via hjertet. Skallebeinet ble fjernet for a blottlegge luktelappene,
traktene og deler av telencephalon. Vevet i kraniehulen og hinnene rundt
telencephalon ble fjernet forsiktig med pinsett. Preparatene ble oppbevart
i 4 % paraformaldehydlesning. Farging ble gjort pd fiskens hoyre side.
Den mediale bunten av den mediale luktetrakten (mMOT) ble separert
fra IMOT og LOT, og klippet av kaudalt for luktelappen. En drédpe
flytende losning av 2 % agar ble lagt mellom traktene. Agaren hindret
uegnsket spredning av Dil fra applikasjonsstedet. Etter at agaren hadde
stivnet ble den sentrale delen av mMOT (ca 3 mm) plassert over agaren
slik at nevromarkeren ikke smittet over pa IMOT og LOT. Ved hjelp
av en spiss ndl ble krystaller av den lipofile nevromarkeren Dil lagt
pd mMOT (se figur 2.1 pd neste side). Hodet ble kuttet pd nivd med
gjellebuene, lagt til postfiksering i 4 % paraformaldehyd, og oppbevart
morkt ved romstemperatur i ca 12 médneder. Preparatene ble studert i et
fluorescensmikroskop (Olympus BX50WI) og fotografert med et Olympus
digitalkamera (DP50). For observasjon av fluorescens ble det brukt et
Omega filter XF15 eller XF115.
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Figur 2.1: Farging av mMOT med Dil

Farging med Dil ble gjort pa fiskens hoyre side. Den mediale bunten av den
mediale luktetrakten (mMOT) ble separert fra IMOT og LOT, og klippet av
kaudalt for luktelappen. En drape flytende losning av 2 % agar ble lagt mellom
traktene. Agaren hindret uensket spredning av Dil fra applikasjonsstedet. Den
sentrale delen av mMOT (ca 3 mm) ble plassert over agaren, og krystaller av den
lipofile nevromarkeren Dil (red sirkel) lagt pd mMOT.
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2.3 Elektrofysiologiske registreringer

2.3.1 Anestesi

Fiskene ble anestesert med Benzocaine 45 mg x L ! i et lite kar. Den aneste-
serte fisken fikk sd en intraperitoneal injeksjon med Saffan® , ogsa kjent
som CT1341 (alphaxalon 0,9 % og alfadolon acetat 0,3 %, 24 mgxkg’1 ;
Shering-Plough Animal Health, UK). Saffan® ble brukt pd grunn av sin
evne til & stimulere hjerteraten og dilatere blodarene i hjernen, samtidig
som den gir en langvarig anestesi av sentralnervesystemet uten & pavirke
sansesystemet. Ved forsek som varte over fem timer ble det etter fire timer
satt ytterligere en injeksjon med Saffan® (24 mgxkg~1). Fisken ble pakket
inn i et vatt papir, og satt i en form med buken ned. For & hindre beveg-
elser under forsgkene ble fisken holdt fast ved hjelp av to stdlstaver mot
de gvre delene av orbitalbenene. Stalstavene ble festet uten & skade lukte-
epitelet. Gjellene ble hele tiden eksponert for ferskvann/springvann via
en slange inn i munnen. Fiskens tilstand ble vurdert underveis i forseket
ved & se pd blodgjennomstremingen i drene pa luktetrakt og luktelapp,
og ved & felge med pa cellenes nervose aktivitet i registreringene. Ut fra
disse observasjonene syntes fiskens tilstand & veere god i minst ti timer.
Ved forsgkets slutt ble fisken avlivet ved dekapitering.

2.3.2 Kirurgi

Det var onskelig a beholde forholdene mest mulig intakte, spesielt med
tanke pd blodsirkulasjonen. Derfor ble kun en del av kraniet fjernet for a
fa tilgang til hoyre luktelapp og luktetrakt. Forst ble et rektanguleert snitt
i skinnet laget over de aktuelle omrddene. Skinnet ble fjernet, og et lite
hull ble laget med en skarp skalpell. Skallebenet over hoyre luktelapp og
luktetrakt ble fiernet med en kirurgisk beinstanse slik at omradet rundt
hgyre luktelapp ble eksponert. Cellestoff ble brukt for & suge bort vaeske.
Hinnene rundt den hoyre luktelappen ble forsiktig fijernet med en fin
pinsett, uten 4 skade blodarene. For & unngd utterking ble hulrommet fylt
med flytende parafin.
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2.3.3 Forseksoppsett

Figur 2.2 pd neste side viser oppsettet for elektrofysiologiske forsek.
Nerves aktivitet fra enkeltceller i hoyre luktelapp ble registrert med
mikroelektroder laget av tungstentrad. En referanseelektrode i selv ble
plassert like ved kraniehulen. De elektriske signalene ble forsterket
1000 ganger, med en differensiel forsterker (DP 301, Warner Instrument
Corporation USA). Signalene ble filtrert mellom 0,3 - 3 KHz, og et
linjefilter pad 50 Hz ble aktivert. Utgangen fra forsterkeren var koblet
til en audiomonitor og et oscilloskop (Tektronix 565; Portland, OR,
USA). Fra oscilloskopet ble signalene sendt videre via en analog/digital
omformer (¢1401; Cambridge Electronic Design, UK) til en datamaskin
med programmet Spike 2.0 (versjon 4.04, Cambridge Electronic Design,
UK for & lagre og senere analysere registreringene.

Lukteorganene pa de to sidene ble eksponert for en konstant strem
av kunstig ferskvann via polyetylenslanger inn i fremre nesebor
(1,35 mLxmin~1). Ferskvannet serget for at luktstimuli ble skylt ut av
luktegropen mellom stimuleringene, fungerte som kontroll og hindret ut-
torking av vevet. En serie ventiler gjorde det mulig & avbryte stremmen
av ferskvann for & kunne eksponere lukteepitelet for ulike losninger med
luktstimuli uten & endre stromningshastigheten. Programmet Spike 2.0
markerte dpning og lukking av ventilene for tilforsel av kjemiske stimuli.
Grunnet dedrommet i oppsettet var det en forsinkelse fra ventilene ble
apnet til stimuli nddde utgangen av slangen. Forsinkelsen varierte mel-
lom de ulike ventilene. Det eksakte antallet sekunder ble derfor malt for
hver ventil ved hjelp av farget vann som visualiserte nar dedrommet var
erstattet med luktstimuli.
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Oscilloskop Datamaskin
o
o @
Forsterker
L\
° [—)

Ferskvann
Aminosyrer/skinnekstrakt
l Gallesalter

d: Do

4
[ T Skinnekstrakt
Kjonnsferomoner
Gallesalter
Aminosyrer
Ferskvann

Figur 2.2: Forseksoppsett

Signaler fra mikroelektroden ble sendt via en forsterker, inn til et oscilloskop,
og videre til en datamaskin med et program for 4 lagre registreringene.
Polyetylenslanger inn i fremre nesebor forte ferskvann og luktstimulus inn over
lukteepitelet.
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2.3.4 Registrering og elektroder

Ekstracelluleere registreringer fra enkeltenheter, eller noen fa enheter, i
den fremre delen av den mediale regionen av luktelappen ble utfert med
mikroelektroder. Elektrodene ble laget av tungstenstrad som beskrevet av
Hubel [Hubel, 1957]. Tungstentrdd (diameter 125 ym) ble glodet over en
gassbrenner, strukket, og kuttet i ca 5 cm lange biter. Den ene enden ble
etset i mettet KNO;-losning ved en AC-spenning pa 6 V, slik at den ble
spiss. Elektroden ble sa isolert ved & dyppe den i lakk to ganger med
tuppen opp. Kun en liten bit helt ytterst pa elektroden forble uisolert.
Posisjonen til elektroden ble justert med en elektronisk mikromanipulator
som kunne reguleres i x, y og z plan (SD instruments MC 1000; CA,
USA). Det var essensielt 4 vite fra hvilke omrdder man registrerte,
derfor ble det i begynnelsen av hvert forsgk laget en oversiktstegning
av luktelappen med blodarene markert. Utifra disse tegningene var det
mulig a plassere elektroden i de omradene av luktelappen som var av
interesse. Koordinatene til registreringene ble notert. Spesielt var det
viktig & registrere hvor langt fra overflaten pa luktelappen den nervese
aktiviteten ble registrert. For & male avstand i z-planet ble det benyttet en
maleklokke med en opplesning pa 100 ym.

2.3.5 Kjemisk stimulering
Forsokene ble gjennomfert med kjente luktestimuli for fisk. Fire
blandinger luktsubstans ble brukt;

¢ Skinnekstrakt, kjent for & inneholde alarmsubstans.

¢ Kjonnsferomoner.

¢ Gallesalter.

¢ Aminosyrer.

Alle luktsubstansene var lost i oksygenert kunstig ferskvann. Konsen-
trasjonen av de ulike luktsubstansene etter fortynning var: 102 M for
kjennsferomoner og gallesalter (individuell konsentrasjon 2,5 x 10710 M),
og 1073 M for aminosyrer (individuell konstentrasjon 2,5 x 10~* M). Full-
stendig oversikt over lesningene finnes i Vedlegg A, side 81.

I hver registreringsposisjon ble stimuli injisert etter tur, men i tilfeldig
rekkefolge. Varigheten av den kjemiske stimuleringen var 10 sekunder,
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og lukteepitelet ble ikke stimulert igjen for den spontane aktiviteten
igjen hadde returnert til samme nivd som for eksponering. Interstimulus-
intervallene var minimum 60 sekunder.

2.3.6 Definisjon av svar

For forsokene startet ble det satt opp kriterier for & bestemme om en
frekvensendring skulle tolkes som et svar. Disse kriteriene er de samme
som ble brukt av tidligere studenter i gruppen [Medin og Sandbakken,
2005].

* Respons som sammenfalt med at lukteepitelet ble eksponert for
stimulus.

* Varighet pd minimum 5 sekunder

* Frekvensendring pa minimum 100 %

2.3.7 Strategi

Siden den interbulbzere forbindelsen hos karrus géar via mMOT forventet
vi sterst pavirkning ved kontralateral stimulering med galle og skinnek-
strakt. Kartlegging av den kjemotopiske inndelingen av luktelappen har
vist at sekundaere nevroner rostralt i den mediale delen av luktelappen
aktiveres av sanseceller som svarer pd ipsilateral stimulering med galle-
salter (se side 9 og Figur 1.4 pd side 10). Det var ogsd i disse rostrale omra-
dene det tidlere er funnet fargede celler ved retrograd farging av fibrene i
den interbulbeere forbindelsen [Bass, 1981a; Bartheld et al., 1984; Ebbesson
et al., 1986]. Registreringene ble derfor primeert gjort rostralt i den medi-
ale delen av luktelappen. Alle registreringer ble gjort i fiskens hoyre luk-

telapp.

Ipsilateralt ble det stimulert med gallesalter for & finne enheter som svarte.
I den forste delen av de elektrofysiologiske forsekene ble aminosyrer brukt
som kontroll. I den andre delen ble skinnekstrakt benyttet som kontroll.
Kontralateralt ble det stimulert med skinnekstrakt, kjonnsferomoner,
gallesalter og aminosyrer. 1 alle registreringer ble det stimulert med
samtlige stimuli, men rekkefelgen var tilfeldig.

Det er tidligere vist at antallet sensoriske nevroner som svarer pa
kjennsferomoner er hoyere pa sommeren enn pa vinteren. Det er ogsa
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vist at alarmreaksjonen er mindre uttalt hos hunn-fisk i de siste stadiene
av kjgnnsmodningen [Lastein et al., 2008]. Alle forsekene ble derfor
gjennomfert i sommerhalvéret.

For & bekrefte de nevroanatomiske funnene av en direkte interbulbeer
forbindelse mellom de to luktelappene hos karuss ble flere preparater
farget med Dil. Tidligere studier har vist fibrene i at den interbulbzere
forbindelsen gar via mMOT péd de to sidene. Ingen har funnet fibre fra
IMOT eller LOT som krysser over til den kontralaterale luktelappen.
Tidligere Dil-farging av LOT og IMOT viste heller ingen tegn pa farging av
den kontralaterale luktetrakten (se 1.5 pa side 23). Det ble derfor bestemt
a kun farge mMOT.
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Kapittel 3

Resultater

3.1 Dil farging

Nervefargen Dil ble applisert den mediale bunten av den mediale lukte-
trakten (mMOT). Dette ble gjort for & underseke om fibrene projiserer til
den kontralaterale luktelappen. Dil er et fettloselig karbocyaninfargestoff,
og kan diffundere i membranen.

Etter ca 12 mdneder hadde fargen diffundert helt over til den kontralat-
erale bulben, se Figur 3.1 pa neste side. Nervefargen hadde farget den
kontralaterale mMOT. Denne fargingen var selektiv. Verken IMOT eller
LOT var farget. Dette kan tyde pa at det finnes en direkte forbindelse uten
synapse mellom de to bulbene, og at denne interbulbeere forbindelsen gar
via mMOT pa de to sidene.
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Figur 3.1: Preparat farget med Dil

mMOT pé fiskens hoyre side (overst) ble kuttet, og farget med krystaller av
nervefargen Dil. Dil vandret i membranen, og farget fibre i den kontralaterale
trakten.
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3.2 Elektrofysiologiske registreringer

Nervgs aktivitet ble registrert ekstracelluleert i i hoyre luktelapp pa 15 fisk.
Det ble gjort 44 elektrodepenetreringer. Totalt ble det registrert aktivitet
i 130 elektrodeposisjoner. I hver elektrodeposisjon ble det stimulert med
seks stimuli i tilfeldig rekkefelge. I lopet av forsokene ble det registrert
aktivitet fra totalt 456 nervese enheter (type I).

Totalt ble 188 registreringer gjort fra 130 ulike posisjoner i telencephalon.
Registreringene ble hovedsakelig foretatt rostralt i den mediale delen av
hayre luktelapp (se Figur 3.2 pa neste side). Dette omrddet ble valgt pa
bakgrunn av tidligere studier som har vist at det er aksoner fra nevroner
i dette omradet som danner mMOT (se 1.2.7 pa side 20). Registreringene
startet dorsalt i hver penetreringstrasé. Elektroden ble flyttet langsomt ned
z-aksen, vertikalt ned i luktelappen. Aktivitet ble observert i 25 ym trinn
ned til ca 0,5 mm. Dette intervallet ble valgt pa bakgrunn av et tidligere
studie som viste at omrddet med enheter som svarte pa gallesalter gar ned
til ca 500 ym [Lastein et al., 2006]. I alle forsgk ble registreringene gjort
i fiskens hoyre luktelapp. Hoyre og venstre lukteepitel ble stimulert for
registrering av nerveaktivitet i luktelappen ved henholdsvis ipsilateral og
kontralateral stimulering.

Under forsgkets gang ble det stimulert med to kombinasjoner av stimuli
pa den ipsilaterale siden. Resultatene fra forsekene er derfor delt inn i to
deler. I de forste 33 penetrasjonstraséene ble det stimulert med en blanding
av gallesalter og en blanding av aminosyrer (Del I, se side 48). I de siste
11 penetrasjonstraséene ble det stimulert med den samme blandingen
av gallesalter og et skinnekstrakt av karuss (Del II, se side 50). I bade
del I og del II av forseket ble det stimulert kontralateralt med gallesalter,
aminosyrer, kjonnsferomoner og skinnekstrakt. Ved flere penetreringer
ble det funnet enheter med hoy spontanaktivitet, men som ikke svarte
pa noen av de stimuli som ble brukt i denne studien, verken ipsilateralt
eller kontralateralt. Det var 193 slike enheter. Det er sannsynlig at disse
enhetene svarer pa andre stimuli som ikke ble brukt i dette studiet.

3.2.1 Stabilitet og reproduserbarhet

Observasjoner av blodgjennomstromningnen i arene pd luktetrakt og
luktelapp viste ingen endringer i lopet av forseket. Det ble heller ikke
observert endringer i cellenes spontanaktivitet. Disse observasjonene
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Figur 3.2: Oversikt over penetrasjonstraséene i luktelappen

Luktelappen sett fra dorsalsiden. Posisjonene til de 44 penetreringsstedene i
x-y-planet er markert. I de penetrasjonstraséene som er markert med lysegront
ble det stimulert med gallesalter og aminosyrer. I de merkegrenne traséene ble
det stimulert med gallesalter og skinnekstrakt.

Vedlegg B, side 83 viser et utsnitt av figuren, samt en tabell over antall
celler som svarer pd ipsilateral stimulering i hver av traséene.

42



Resultater

tyder pa at fiskens tilstand var stabil gjennom hele forseket.

For & observere om enhetene ga samme type svar ved pafelgende stim-
uleringer ble det i 58 elektrodeposisjoner stimulert to ganger med hvert
stimulus. I begge registreringene ble det stimulert ipsilateralt med galle-
salter og aminosyrer, og kontralateralt med gallesalter, aminosyrer, skin-
nekstrakt og kjonnsferomoner. Rekkefolgen av stimuli var imidlertid
forskjellig i de to registreringene i samme posisjon. Enhetene ble identi-
fisert pa grunnlag av sterrelse og form pd aksjonspotensialene. Kun de
enhetene som kunne identifiseres i begge registreringer ble tatt med i
analysen. Totalt 91 type I enheter ble identifisert i duplikasjonene. For
alle disse enhetene ble lukteorganene stimulert to ganger med hvert av
de seks stimuli, totalt ga dette 1092 stimulus-respons-interaksjoner. Gjen-
nomgang av registreringene viste at replikasjonene hadde en hoy grad av
overensstemmelse. I kun to sett av doble registreringer ble det funnet uov-
erenstemmelser. I den ene dubletten ble det funnet en enhet som svarte pa
kontralateral stimulering med aminosyrer i den forste registreringen, men
ikke i den andre. I det andre tilfellet svarte enheten pd kontralateral stim-
ulering med skinnekstrakt i den forste registreringen, men ikke i andre.
1 99,6 % av tilfellene der to stimulus-respons-interaksjoner ble sammen-
lignet ((n = 546)) svarte enhetene likt i de to registreringene. Et stimulus
som ikke ga svar i forste forsek, ga heller ikke svar i andre forsek. Enheter
som svarte ved forste stimulering, svarte ogsd ved andre gangs stimuler-
ing. Disse funn viser med en hoy grad av sikkerhet at reaksjonene som ble
observert pa et stimulus var reproduserbare.

3.2.2 Analyse av aktivitet i enkeltenheter

I noen av registreringene var det utfra originalregistreringene vanskelig &
se om aktiviteten endret seg. Dette skyltes at nerves aktivitet fra mange
celler med lignende aksjonspotensialer ble registrert samtidig. I andre reg-
istreringer var endringene i aktivitet sveert tydelige selv for analyse. Orig-
inalregistreringene ble i ettertid analysert i programmet Spike 2.0, som
sorterer aksjonspotensialer etter storrelse og form. Aksjonspotensialene
var difasiske med initiell defleksjon som var enten positiv eller nega-
tiv. Amplituden pa aksjonspotensialet avhenger bade av avstanden mel-
lom registreringselektroden og cellestrukturen, og av sterrelsen pa cellen.
Analyse av registreringene i Spike2 gjorde det mulig & skille de ulike en-
hetene fra hverandre.
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Figur 3.3: Nerves aktivitet registrert i luktelappen

Eksempel pa ekstracelluleer registrering av nerves aktivitet rostralt i den mediale
delen av luktelappen for og etter stimulering med gallesalter. Nederst (i gront):
Den originale registreringen med spontan aktivitet og indusert aktivitet i enkel-
tenheter. Over (i rosa): Samme registrering etter analyse i Spike2. Figuren viser
spontanaktivitet og indusert aktivitet, samt overdraw av aksjonspotensialene fra
en enkelt mitralcelle.

Det antas at hvert av de sorterte aksjonspotensialene tilsvarer aktiviteten
i en nervecelle. Figur 3.3 viser et eksempel pd original registrering for
og etter analyse. Analysen av de ekstracelluleere registreringene viste to
forskjellige typer nerves aktivitet. Disse har tidligere blitt beskrevet i
detalj som aktivitetsmenstrene til henholdsvis type I og type 1I enheter
(se side 18). Aktivitet fra de to ulike typene enheter i samme registrering
kunne skilles fra hverandre pd grunnlag av formen og sterrelsen pa
aksjonspotensialene. I denne studien har kun type I enheter blitt inkludert
i analysen.
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3.2.3 Spontanaktivitet

For & kunne bestemme nivdet av spontanaktivitet ble den spontane
nervose aktiviteten i to utvalg 4 90 interstimulus-intervall beregnet. De
to utvalgene ble tilfeldig valgt ut ved Simple Random Sampling, se
Vedlegg C, side 87. Den spontane aktiviteten ble beregnet fra et 30
sekunders interstimulus-intervall. Hvert interstimulus-intervall ble delt
inn i seks perioder & fem sekunder. Antallet aksjonspotensialer i hver
periode ble lagt sammen, og gjennomsnitt og standardavvik ble beregnet.
For & sikre at disse enhetene var representative for hele populasjonen
av testede enheter ble interstimulusaktiviteten til de to utvalgene ble
sammenlignet ved en x?-test. Enhetene ble delt inn i intervallene (i
Asz_l): <01,01-02,02-03,03-0,6,>0,6. Resultat fra )(z—test:
p = 0,096. De to utvalgene var ikke signifikant forskjellige.

Beregning av den spontane aktiviteten viste at aktiviteten varierte fra
mindre enn 0,04 til 1 APxs~! (0,28 £ 0,16). Innen en registrering
kunne den gjennomsnitlige spontanaktiviteten for en enkelt celle variere
uten noen opplagt ytre faktor. Dette skyldtes naturlige variasjoner i
spontanaktivitet.

48,6 % av enhetene hadde en spontanaktivitet pA mindre enn 0,2 AP xs~".
72 % av enhetene hadde en spontanaktivitet pd mindre enn 0,5 AP xs~ .

3.2.4 Effekt av luktstimulering

I hver registreringsposisjon ble det benyttet fire ulike stimuli: skinnek-
strakt, aminosyrer, gallesalter og kjennsferomoner.

Disse stimuli ble applisert i tilfeldig rekkefelge. Responsen kom noen
sekunder etter ventilen som vekslet mellom ferskvann og stimulus ble ap-
net. Forsinkelsen skyldtes tiden det tok fra dpning av ventilen til stimulus
kom frem til lukteepitelet (se beskrivelse av forseksoppsettet pa side 33). I
analysene er det tatt hensyn til denne forsinkelsen. Variasjonen i aktivitet
observert ved kjemisk stimulering av lukteepitelet kan deles inn i to grup-
per, stimulering kan enten gi en gkning eller en reduksjon i den spontane
aktiviteten. I de tilfellene der stimulering gir en reduksjon i den spontane
aktiviteten blir perioden med redusert aktivitet alltid etterfulgt av en pe-
riode med okt aktivitet sammenlignet med interstimulusnivdet for stimu-
leringen. Utfra kriteriene for svar (definert i materialer og metode, side 36),
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svarte type I enheter pd en eller flere typer kjemiske stimuli med okt ak-
tivitet i 65 % av registreringsposisjonene. I de tilfellene det ble registrert to
ganger i samme elektrodeposisjon ble kun den ene registreringen inklud-
ert i analysen. For samtlige stimuli ble det funnet enheter som svarte med
okt aktivitet ved kontralateral stimulering. Totalt ble 263 type I enheter ek-
sitert. Det ble ikke observert noen signifikant reduksjon i nerves aktivitet
i noen av registreringene i dette studiet.

3.2.5 Forholdet mellom spontan og indusert aktivitet

For & kunne bestemme om ekningen i aktivitet var statistisk signifikant
ble det for hvert av stimulus valgt ut 15 enheter som svarte. Enhetene
ble tilfeldig valgt ved Simpel Random Sampling. Den spontane aktiviteten
ble beregnet pd samme mate som beskrevet i avsnitt 3.2.3 Disse verdiene
ble sammenlignet med antallet spikes i lopet at de forste fem sekundene
av responsen, uavhengig av om dette var maksimal responsfrekvens.
Normalt sammenfalt starten av responsen med beregnet ankomst av
stimuli til lukteepitelet. Figur 3.4 pa neste side viser den gjennomsnitlige
interstimulusaktiviteten og den induserte aktiviteten, gitt som logaritmen
av antall aksjonspotensialer per sekund for de ulike stimuli. Vedlegg D,
side 89 viser verdiene for de ulike stimuli i separate grafer. Den induserte
aktiviteten var alltid hoyere enn spontanaktiviteten (den gjennomsnittlige
interstimulusaktiviteten), og var i alle tilfeller mer enn 3,2 standardavvik
fra den gjennomsnittlige interstimulusaktiviteten. @kningen var statistisk
signifikant (P<0,001): sannsynligheten for & observere en tilfeldig okning
i aktivitet i denne storrelsesordenen ved indusert aktivitet i forhold til
spontanaktivitet er mindre enn 0,1 %. Vedlegg E, side 95 viser antall
standardavvik mellom spontan- og indusert aktivitet.
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Figur 3.4: Forholdet mellom spontan- og indusert aktivitet

Spontanaktivitet og luktindusert aktivitet i enkeltenheter i luktelappen som
svarer pd ipsilateral og kontralateral stimulering med de ulike luktstimuli som
ble benyttet i forsokene. Enhetene er sortert og nummerert etter gjennomsnittlig
interstimulusniva (APxs!). Enheten med den laveste frekvensen er enhet 1, og
enheten med hoyest frekvens er enhet 15.

For de ulike stimuli i separate grafer, se Vedlegg D, side 89.
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3.2.6 Elektrofysiologi - Del 1

I de forste 33 penetrasjonstraséene ble det stimulert ipsilateralt med en
blanding av gallesalter og en blanding av aminosyrer. Det ble registrert
aktivitet fra 303 enkelte nervese enheter i denne delen av studiet. Disse
enhetene ble registrert fordelt pa totalt 127 posisjoner.

Svar pa ipsilateral stimulering

Av de 303 enhetene ble 115 enheter aktivert ved ipsilateral stimulering. 61
(53 %) av disse enhetene svarte kun pa ipsilateral stimulering. Stimulus
applisert pa den ipsilaterale siden aktiverte henholdsvis 32 % (iGS) og
21 % (iAA) av enhetene (n = 303). 47 enheter reagerte bdde pd blandingen
av gallesalter, og blandingen av aminosyrer. 188 enheter (62 % av enhetene
det ble registrert aktivitet i) ga ikke svar pd stimulering med noen av de to
blandingene ipsilateralt. Tabell 3.1 viser hvor mange celler som svarte pa
de to ulike stimuli ipsilateral stimulering i del I av de elektrofysiologiske
registreringene.

Tabell 3.1: Antall enheter som svarte pa ipsilateral stimulering - del I
Antall celler som svarte | Antall celler som svarte spesifikt
iGS 97 28 (29 %)
iAA 65 12 (18 %)
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Svar pa kontralateral stimulering

Det ble registert okning i aktivitet fra 95 enheter etter stimulering
kontralateralt. 41 (43 %) av disse enhetene svarte kun pa kontralateral
stimulering. Stimulus applisert pd den kontralaterale siden aktiverte
henholdsvis 13 % (kGS), 11 % (kAA), 14 % (kKF), og 14 % (kSE) av
enhetene (n = 303). 208 enheter (69 % av enhetene det ble registrert
aktivitet i) ga ikke svar pa noen av de fire blandingene kontralateralt.
Tabell 3.2 viser hvor mange celler som svarte pd kontralateral stimulering
i del I av de elektrofysiologiske registreringene.

Tabell 3.2: Antall enheter som svarte pa kontralateral stimulering - del I

Antall celler som svarte | Antall celler som svarte spesifikt
kGS 40 4 (10 %)
kKAA 32 6 (19 %)
kKF 41 5 (12 %)
KSE 42 5 (12%)

Svar pa bade ipsilateral og kontralateral stimulering
54 enheter svarte bdde pa ipsilateral og kontralateral stimulering. 156

enheter svarte pd en eller flere ipsilateralt og/eller kontralateralt. 147
enheter svarte verken ipsilateralt eller kontralateralt.
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3.2.7 Elektrofysiologi - Del II

I de siste 11 penetrasjonstraséene ble det stimulert ipsilateralt med en
blanding av gallesalter og et skinnekstrakt av karrus. Det ble registrert
aktivitet fra 153 enkelte nervese enheter i denne delen av studiet. Disse
enhetene ble registrert fordelt pa totalt 61 posisjoner.

Svar pa ipsilateral stimulering

Av de 153 enhetene ble 85 enheter aktivert ved ipsilateral stimulering. 41
(48 %) av disse enhetene svarte kun pa ipsilateral stimulering. Stimulus
applisert pa den ipsilaterale siden aktiverte henholdsvis 49 % (iGS) og
24 % (iSE) av enhetene (n = 153). 24 enheter reagerte pa bade iGS og iSE.
68 enheter (44 % av enhetene det ble registrert aktivitet i) ga ikke svar pa
stimulering med noen av de to blandingene ipsilateralt.

Tabell 3.3 viser hvor mange celler som svarte pa ipsilateral stimulering i
del IT av de elektrofysiologiske registreringene.

Tabell 3.3: Antall enheter som svarte pa ipsilateral stimulering - del II
Antall celler som svarte | Antall celler som svarte spesifikt
iGS 75 25 (33 %)
iSE 36 12 (36 %)
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Svar pa kontralateral stimulering

Det ble registert okning i aktivitet fra 66 enheter etter stimulering
kontralateralt. 22 (33 %) av disse enhetene svarte kun pa kontralateral
stimulering. Stimulus applisert pd den kontralaterale siden aktiverte
henholdsvis 12 % (kGS), 17 % (kAA), 18 % (kKF), og 16 % (kSE) av
enhetene (n = 153). 87 enheter (56 % av enhetene det ble registrert aktivitet
i) ga ikke svar pd noen av de fire blandingene kontralateralt. Tabell 3.4
viser hvor mange celler som svarte pa kontralateral stimulering i del Il av
de elektrofysiologiske registreringene, samt hvor mange av disse enhetene
som svarte spesifikt.

Tabell 3.4: Antall enheter som svarte pa kontralateral stimulering - del II

Antall celler som svarte | Antall celler som svarte spesifikt
kGS 19 3 (16 %)
KAA 26 4 (15%)
KKF 27 5 (18%)
kSE 25 4 (16 %)

Svar pa bade ipsilateral og kontralateral stimulering
44 enheter svarte bade pa ipsilateral og kontralateral stimulering. 107

enheter svarte pa en eller flere ipsi og/eller kontra. 46 enheter svarte
verken ipsilateralt eller kontralateralt.
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3.2.8 Romlig fordeling i luktelappen
Ipsilateralt

Figur 3.7 pd side 54 viser stereografiske oversiktsbilder av hoyre luktelapp
med visualisering av posisjonene til enheter som svarte pa ipsilateral
stimulering. Figur 3.5 pd neste side og 3.6 pa neste side viser i hvilke
dyp fra overflaten av luktelappen enhetene som svarte pa de ulike
kombinasjonene av luktstimuli ble registrert fra.

iGS

Enhetene som svarte pa blandingen av gallesalter 1 mellom 50 og 450 ym
(hele det malte omradet).

Fordeling i luktelappen

Hovedvekten av de sekundeere enhetene som ble eksitert ved ipsilateral
stimulering med gallesalter 13 rostralt i omrddet det ble registrert fra.

iAA

Alle enhetene som reagerte pd aminosyreblandingen 14 over 300 ym.
Fordeling i luktelappen

De sekundere enhetene som ble eksitert ved ipsilateral stimulering med
aminosyrer 1a dorsalt i omradet det ble registrert fra, sentrert rundt midten
av luktelappen i rostral-kaudal-retning..

iSE

Enhetene som svarte pd skinnekstrakt 14 i et dyp mellom 100 og 500 ym

fra overflaten pa luktelappen. Alle enhetene som reagerte spesifikt pa
skinnekstrakt 1d mellom 200 og 400 ym.

Fordeling i luktelappen
De sekundeere enhetene som ble eksitert ved ipsilateral stimulering med
skinnekstrakt 1a dorsalt og rostralt i omradet det ble registrert fra.
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Figur 3.5: Distribusjon av enheter som svarte pa ipsilateral stimulering i del I
Enheter som svarte pa ipsilateral stimulering med gallesalter og aminosyrer,
fordelt pa intervaller pa 100 ym. Hoyden av soylene representerer antallet
enheter som svarte ved kontralateral stimulering med de ulike stimuli. Antallet
mikrometer er avstand vertikalt ned i luktelappen, der O tilsvarer dorsal overflate
av luktelappen.

iGS = ipsilateral stimulering med gallesalter og iAA = ipsilateral stimulering med
aminosyrer.
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Figur 3.6: Distribusjon av enheter som svarte pa ipsilateral stimulering i del II
Enheter som svarte pd ipsilateral stimulering med gallesalter og skinnekstrakt,
fordelt pa intervaller pa 100 ym. Hoyden av soylene representerer antallet
enheter som svarte ved kontralateral stimulering med de ulike stimuli. Antallet
mikrometer er avstand vertikalt ned i luktelappen, der 0 tilsvarer dorsal overflate
av luktelappen.

iGS = ipsilateral stimulering med gallesalter og iSE = ipsilateral stimulering med
skinnekstrakt.
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Figur 3.7: Stereografisk 3D-visualisering av svar pa ipsilateral stimulering
Oversiktsbilder av heyre luktelapp. Hver sfere illustrerer en posisjon hvor
det ble registrert okning i nerves aktivitet i sekundaerenevroner som folge av
ipsilateral stimulering. Fargene indikerer hvilke stimuli de sekundeere nevronene
svarte pa. Gul er gallesalter, lilla er gallesalter + aminosyrer, grenn er aminosyrer,
lysebla er gallesalter + skinnekstrakt og bla er skinnekstrakt.

Dverst: Sett fra siden. Nervus olfactorius til venstre og tractus olfactorius til heyre.
Nederst: Sett forfra. Lateralt til venstre og medialt til hoyre.

Ved d se pd bildene igjennom et stereoskop vil man oppleve en 3D-effekt som gjor
det mulig d se romlig posisjonering av de ulike punktene.
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Kontralateralt

Figur 3.9 pd side 57 viser stereografiske oversiktsbilder av hoyre luktelapp
med visualisering av posisjonene til enheter som svarte pd kontralateral
stimulering. Prosentvis var det omtrent like mange enheter som svarte
pad kontralateral stimulering med de ulike stimuli, men fordelingen av
enhetene som ble eksitert var forskjellig. Diagrammet i Figur 3.8 pa neste
side viser i hvilke dyp fra overflaten av luktelappen enhetene som svarte
pa de ulike luktstimuli ble registrert fra. Majoriteten av enhetene som ble
eksitert ved kontralateral stimulering 18 mellom 100 og 300 ym ned fra
overflaten av luktelappen.

kGS

Alle enhetene som svarte pa kontralateral stimulering med gallesalter 1a
mindre enn 400 ym fra overflaten pa luktelappen. 57 enheter (96,5 %) var
mindre enn 300 ym ned fra overflaten av luktelappen. 56 av disse enhetene
(95 %) 1& mellom 100 og 300 ym fra overflaten.

Fordeling i luktelappen

De sekundeere enhetene som ble eksitert av kontralateral stimulering med
gallesalter 1 dorsalt i omradet det ble registrert fra. Fordelt over hele
omrddet i transversplanet.

kAA

Enhetene som svarte pa blandingen av aminosyrer 14 mellom 50 og 275 ym
fra overflaten av luktelappen. Alle enhetene (100 %) var mindre enn
300 ym ned fra overflaten av luktelappen. 52 av enhetene (91 %) 1a mellom
100 og 300 yum fra overflaten.

Fordeling i luktelappen
De sekundeere enhetene som ble eksitert av kontralateral stimulering med
aminosyrer 13 dorsalt, rostralt og medialt i omrddet det ble registrert fra.

kKF

Det ble funnet enheter som svarte pa blandingen av kjennsferomoner
gjennom hele det malte omrddet. 62 av enhetene (90 %) var mindre enn
300 ym ned fra overflaten av luktelappen. 55 enheter (80 %) 1a mellom 100
og 300 ym fra overflaten.

Fordeling i luktelappen

De sekundeere enhetene som ble eksitert av kontralateral stimulering med
kjennsferomoner 14 hovedsakelig dorsalt og helt rostralt i omrddet det
ble registrert fra, sentrert rundt midten av luktelappen i lateral-medial-
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retning.

kSE

Enhetene som ble eksitert ved stimulering med kSE 18 mellom 50 og
425 ym fra overflaten av luktelappen. 64 enheter (95,5 %) var mindre enn
300 ym ned fra overflaten. 59 av disse enhetene (88 %) 1& mellom 100 og
300 ym fra overflaten.

Fordeling i luktelappen

De fleste cellene som ble ekstitert av kontralateral stimulering med
skinnekstrakt 14 dorsalt med hovedvekt mot rostralt i omrddet det
registrert fra.
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Figur 3.8: Distribusjon av enheter som svarte pa kontralateral stimulering
Enheter som svarte pa kontralateral stimulering med de ulike stimuli, fordelt pa
intervaller pa 100 ym. Majoriteten av enhetene som ble eksitert ved kontralateral
stimulering 14 mellom 100 og 300 ym ned fra overflaten av luktelappen.
Hoyden av soylene representerer antallet enheter som svarte ved kontralateral
stimulering med de ulike stimuli. Antallet mikrometer er avstand nedover
i z-aksen (vertikalt ned i luktelappen), der O tilsvarer dorsal overflate av
luktelappen. kGS = kontralateral stimulering med gallesalter, KAA = kontralateral
stimulering med aminosyrer, kSE = kontralateral stimulering med skinnekstrakt
og kKF = kontralateral stimulering med kjennsferomoner
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Figur 3.9: Stereografisk 3D-visualisering av svar pa kontralateral stimulering
Oversiktsbilder av hoyre luktelapp. Hver sfeere illustrerer en posisjon hvor det
ble registrert ekning i nerves aktivitet i sekunderenevroner som folge av kon-
tralateral stimulering. Fargene indikerer hvilke stimuli de sekundeere nevronene
svarte pa. Gul er gallesalter, gronn er aminosyrer, rad er kjonnsferomoner og bla
er skinnekstrakt.

@verst: Sett fra siden. Nervus olfactorius til venstre og tractus olfactorius til hoyre.
Nederst: Sett forfra. Lateralt til venstre og medialt til hoyre.

Ved d se pd bildene igjennom et stereoskop vil man oppleve en 3D-effekt som gjor
det mulig d se romlig posisjonering av de ulike punktene.
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3.2.9 Spesifisitet

Enhetene viste ulik grad av spesifisitet. Noen av enhetene ble kun eksitert
ved stimulering med ene av de stimuli som ble benyttet.

Ipsilateralt

Ved ipsilateral stimulering svarte 65 % av cellene som ble eksitert
kun pa én luktstimulus. Av disse var andelen som svarte spesifikt
pad stimulering med gallesalter klart hoyere enn andelen som svarte
spesifikt pd henholdsvis aminosyrer og skinnekstrakt. I Del I svarte
72 % av enhetene som svarte spesifikt ved ipsilateral stimulering kun pa
gallesalter, 28 % svarte kun pd aminosyrer. For Del II var andelen 68 % for
gallesalter, og 32 % for skinnekstrakt.

Kontralateralt

Ved kontralateral stimulering svarte 37 % av cellene som ble eksitert kun
pa én luktstimulus. Andelen enheter som svarte pd henholdsvis én, to, tre
og alle de fire stimuli ved kontralateral stimulering var tilneermet lik for
alle stimuli. Ca 40 % svarte spesifikt, ca 35 % svarte pa to stimuli, ca 20 %
svarte pd tre stimuli og ca 5 % svarte pa alle fire stimuli.
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Dette studiet av den interbulbeere forbindelsen er en fortsettelse av en serie
undersokelser gjort i Dovings gruppe ved program for generell fysologi,
IMBYV, UiO. I disse studiene har man sett pd oppbygningen av de nervese
elementene i luktesystemet fra det perifere sanseepitelet til de sentrale
strukturene.

Ved hjelp av sporingsstoffer ble det i det foreliggende arbeidet vist at
det hos karuss eksisterer en interbulbeer forbindelse via telencephalon
tilsvarende den man finner hos pattedyr. Elektrofysiologiske teknikker
ble brukt for & studere de sekundeere nevronenes spontane aktivitet,
samt endringen i aktivitet som respons pa applikasjon av luktstimuli
pa ipsi- og kontralateral side. De elektrofysiologiske registreringene ble
gjort i et lite omrdde av luktelappen valgt ut pa bakgrunn av tidligere
studier. Spontanaktiviteten i de sekundaere nevronene var sveert lav.
Luktstimulering kunne i de fleste tilfeller bare oke aktiviteten, det ble
ikke observert noen tilfeller av signifikant reduksjon i aktivitet i de
sekundere nevronene etter stimulering med luktstimuli. Resultatene fra
dette studiet gir muligheter for & si noe om hvilke omrdder i den aktuelle
del av luktelappen som aktiveres ved henholdsvis ipsi- og kontralateral
luktstimulering, og effekten slik stimulering har pa fyringsmensteret til
de sekundeere nevronene.

I lopet av forseket gjorde vi to observasjoner vi ikke hadde forutsett, men
som var interessante. Det ene var den lave spontanaktiviteten, og det
andre var den forholdsmessig lave responsen pa aminosyrer i forhold til
konsentrasjonen av stimuli som ble benyttet. Jeg vil i tillegg til & diskutere
problemstillingene satt opp i innledningen ogsa diskutere betydningen av
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disse funnene.

4.1 Den interbulbere forbindelsen

I preparatene som ble farget med Dil kunne vi etter ca 12 méneder
se farging av den kontralaterale mMOT. Denne fargingen var selektiv,
verken IMOT eller LOT var farget. Dil er fettloselig, og diffunderer i
membranen, men antas a ikke krysse synapser. Det er tidligere observert
tilfeller der Dil har krysset synapser [Finger og Bottger, 1990], men
den spesifikke innfargingen postsynaptisk var da svak. Fargingen av
kontralaterale mMOT i dette studiet var ikke nevneverdig redusert i
forhold til ipsilateral innfarging. Dette er en sterk indikasjon pd at det
finnes direkte forbindelser uten synapse mellom de to bulbene, og at
fibrene i denne interbulbeere forbindelsen krysser til den kontralaterale
luktelappen via mMOT pa de to sidene.

Tidligere har det ved flere tilfeller blitt vist anatomisk at det eksisterer en
interbulbeer forbindelse (se side 22). I noen av studiene har de konkludert
med at forbindelsen gér via en eller flere synapser, sannsynligvis i
telencephalon. Andre har konkludert med at forbindelsen er direkte. I
dette studiet har vi ved hjelp av sporingsstoffer funnet at det finnes en
direkte forbindelse uten synapser. Dette utelukker imidlertid ikke at det
ogsa eksiterer en interbulbeer forbindelse med en eller flere synapser.

4.2 De sekundare nevronenes spontanaktivitet

Sa lenge lukteorganet kun ble tilfert kunstig ferskvann hadde de
sekundeere nevronene i luktelappen en spontanaktivitet som varierte
mellom 0,03 og 0,9 APxs~!. Neermere halvparten av cellene (48,6 %)
hadde en frekvens som var lavere enn 0,2 AP xs~ 1. I snitt var frekvensen
0,28 + 0,16 APxs 1. Den lave spontanaktiviteten er interessant sett i sam-
menheng med at det er en hoy grad av konvergens mellom de primeere og
de sekundzere nevronene (se side 8). Hvert enkelt sekundeert nevron mot-
tar impulser fra flere tusen primere sanseceller. Eksakt hvordan denne
konvergensen fungerer er ikke kjent, men betydningen av den har veert
diskutert [van Drongelen et al., 1978; Trotier og Deving, 1996]. Disse for-
fatterne hevder at dersom lukteorganet skal ha en hoy felsomhet ber hver
impuls i en primeer sansecelle alltid induserer en impuls i det sekundeere

60



Diskusjon

nevronet. Dersom man anldr at det er 1000 primeere sanseceller som dan-
ner synapser med et enkelt sekundeert nevron, ma det bety at impuls-
aktiviteten i hvert av de 1000 primeere sansecellene er 1/1000 av impuls-
aktiviteten i det sekundeere nevronet. I dette studiet fant vi at den spon-
tane aktiviteten til de sekundaere nevronene i snitt var 0,28 AP xs~!. Basert
pa disse tallene vil den estimerte impulsaktiviteten til de primeere sanse-
cellene veere 1/1000 av 0,28 APxs~! dvs. en impuls hvert 3571. sekund,
eller en impuls per time. Disse resultatene er i overensstemmelse med
arbeider gjort pa sanseceller hos amfibier [van Drongelen, 1978] og fisk
[Dolensek og Valentincic, 2009] som viser at spontanaktiviteten i de
primeere sansecellene er sveert lav.

4.3 Svar pa luktstimuli - reproduserbarhet

Applikasjon av luktstimuli pa lukteorganet forte i flere tilfeller til okt
aktivitet i de sekundaere nevronene. Qkningen var i alle tilfellene alltid
mer enn 3,2 standardavvik fra den kalkulerte snittfrekvensen beregnet
fra 30 sekunder interstimulusaktivitet (6 x 5 sekunder, se side 46).
Sannsynligheten for & observere en tilfeldig ekning i aktivitet i denne
starrelsesordenen er mindre enn 0,1 %.

I 58 elektrodeposisjoner ble det gjort to registreringer. Stimuleringene ble
gjentatt slik at enhetene fikk to eksponeringer for samme substans, men
i ulik rekkefolge. I ettertid ble registeringene sammenlignet. Ved a se pa
formen pa aksjonspotensialene kunne totalt 103 enheter identifiseres. 91
enheter kunne identifiseres i begge registeringene. 12 enheter kunne bare
identifiseres i den ene av de to registreringene. Reaksjonsmensteret til de
enheter som kunne identifiseres i begge registreringer ble sammenlignet.
I 99,6 % av tilfellene (n = 546) svarte cellene pa samme madte. Dette
viser at stimuleringen forte til en frekvensegkning, og verifiserte at
frekvensgkningen var svar pa det kjemiske stimulus. Den hoye graden av
reproduserbarhet forsterker inntrykket av at de frekvensgkningene som
ble tolket som svar var et resultat av den kjemiske stimuleringen og ikke
skyldtes tilfeldige variasjoner i den spontane aktiviteten.
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4.4 Korrelasjon mellom responsen pa ipsilateral-
og kontralateral stimulering

Det ville veere naturlig & forvente at et sekundeert nevron som svarer pa
stimulering av bade det ipsilaterale- og det kontralaterale lukteepitelet
ville ha samme spesifisitet for de to sidene. Vi ventet & se at enheter som
svarte med eksitasjon pa et stimulus ved applikasjon av det ipsilaterale
sanseepitelet, skulle gi samme type respons ved stimulering av det
kontralaterale epitelet med samme stimulus. Om det er signalets kvalitet
som er viktig skulle det ikke spille noen rolle om aktiviteten er indusert
fra hoyre eller venstre side. Resultatene fra forsekene stemte ikke overens
med forventningene.

Av de 170 enhetene som svarte pa gallesalter ipsilateralt var det 87 som
svarte pa kontralateral stimulering. Av disse enhetene var det 37 som
svarte pa gallesalter og 50 som svarte pa andre stimuli kontralteralt. Vi
kunne ikke finne en klar korrelasjon mellom spesifisiteten i respons pa
ipsilateral og kontralateral stimulering. Enhetene som svarete spesifikt pa
en gitt luktsubstans ved ipsilateral stimulering svare noen ganger spesifikt
pd samme substans ved kontralateral stimulering, men det var ikke alltid
slik. Utifra resultatene fra dette studiet ser det ikke ut til at de sekundeere
nevronene er kodet slik at de gir samme informasjon om stimulus kommer
fra hoyre eller venstre side.

4.5 En kjemotopi for kontralaterale stimuli?

Flere studier har undersgkt den funksjonelle inndelingen av lukteorganet
hos fisk ved bruk av ipsilateral stimulering. Studiene har vist at de
sekundeere nevronene som utgjer en bunt av luktetrakten formidler
spesifikk informasjon fra de primaere sansecellene i lukteepitelet. Hver av
buntene i luktetrakten har blitt koblet til formidling av sanseinformasjon
som forer til spesifikke typer atferd (se side 20). Tidligere studier har ogsa
vist at luktelappen hos teleoster er delt inn i ulike omrdder som svarer
spesifikt pa ipsilateral stimulering med ulike klasser av luktsubstanser (se
side 9). Ingen har tidligere sett pd om det er en funksjonell inndeling av
omradene som svarer pa kontralateral stimulering.

62



Diskusjon

4.5.1 Funksjonell inndeling av den interbulbzaere forbindelsen

Dersom fibrene i den interbulbeere forbindelsen var spesifikke ville
man forvente 4 finne en klar forskjell i fordelingen av respons pa
kontralateral stimulering. Siden forbindelsen gar via mMOT pé de to
sidene ventet vi & finne en hoyere andel enheter som svarte pa gallesalter
og/eller skinnekstrakt i forhold til enheter som svarte pd aminosyrer og
kjennsferomoner. For samtlige stimuli som ble benyttet ved kontralateral
stimulering ble det funnet enheter som ble eksitert, og prosentvis var det
omtrent like mange enheter som svarte pa kontralateral stimulering med
de ulike stimuli. Disse funnene stemte ikke overens med forventningene.
Dette kan tyde pa at de afferente fibrene ikke hadde samme funksjonelle
inndeling som de efferente fibrene.

4.5.2 Kjemotopisk inndelig av luktelappen

Vi kunne ikke finne signifikante forskjeller i den romlige fordelingen
av sekundeere nevroner som ble aktivert ved kontralateral stimulering
med de ulike luktstimuli vi benyttet. Ulike omrdder ble aktivert, men
forskjellen i fordeling var ikke signifikant. Vi kan imidlertid ikke utelukke
at det eksisterer en romlig fordeling av sekundeere nevroner som svarer
pa kontralateral stimulering. Det er mulig at det eksisterer en funksjonell
inndeling, men at denne inndelingen ikke er like tydelig som ved
ipsilateral stimulering. Distibusjonen av disse omradene er i sd tilfelle
trolig forskjellig fra den kartlagte distribusjonen av omrddene som er
spesifikke ved ipsilateral stimulering.

4.6 Effektivitet av de ulike stimuli

For samtlige stimuli ble det funnet enheter som svarte med ekt aktivitet
ved kontralateral stimulering. Det var ingen signifikant forskjell i an-
tall celler som svarte pd kontralateral stimulering med de ulike stim-
uli. Vi kunne heller ikke finne noen signifikant forskjell i frekvensniva
mellom responsen til de ulike stimuli. Konsentrasjonen av aminosyrer
var imidlertid betydelig hoyere enn konsentrasjonene av gallesalter og
kjennsferomoner!. I forsgkene ble det stimulert med en blanding av fire

ldet var ikke mulig & beregne konsentrasjonen av alarmsubstans
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aminosyrer med individuell konsentrasjon pa 2,5x10~* M. Dette gir en
total konsentrasjon av aminosyrer pd 10~3 M. Til sammenligning var
konsentrasjonene av gallesalter og kjennsferomoner 10~° M (individu-
ell konsentrasjon 2,5 x 1071 M). Blandingen med aminosyrer hadde
med andre ord 1 000 000 ganger hoyere konsentrasjon enn blandingene
med kjonnsferomoner og gallesalter. Responsen pa gallesaltene hadde en
noe hoyere snittfrekvens (2,0 APxs~!) enn snittfrekvensen av respon-
sen p& aminosyrene (1,3 APxs~!), men forskjellen i frekvensgkning var
ikke signifikant. Tidligere studier har vist at svarfrekvensen ved stimu-
lering med luktstimuli er konsentrasjonsavhengig [van Drongelen, 1978;
Duchamp-Viret et al., 1989]. Jo hoyre konsentrasjon av stimulus, desto
storre er frekvenspkningen i de sekundeere nevronene. Mangelen pa dif-
feranse i frekvensniva indikerer at nevronene i dette omradet av lukte-
lappen er sveert lite sensitive for aminosyrer. Stimulering med aminosyr-
er i tilsvarende konsentrasjon som den brukt for kjennsferomoner og
gallesalter ville mest sannsynlig ikke gitt signifikant ekning i fyrings-
frekvensen.

Aminosyrene som ble brukt i dette studiet var de samme som ble brukt
ved tidligere studier i gruppen; glycin, L-arginin, L-proline, L-serine.
De hoye konsentrasjonene ble i disse studiene valgt pd bakgrunn av
dose/respons-forsek. Disse aminosyrene, og konsentrasjonen av dem, ble
i dette studiet valgt for 4 kunne sammenligne resultatene med de tidligere
studiene. En mulig forklaring pa nedvendigheten av sa heye konsen-
trasjoner av aminosyrer for 4 fa respons kan veere at lukteepitelet er mer
sensitivt for spesifikke peptider enn for aminosyrer [Rolen et al., 2003]. I
naturen er luktsubstanser sjelden, om noen gang, enkle komponenter. Som
oftest er det komplekse blandinger av molekyler. Neert beslektede signaler
kan inneholde mange av de samme komponentene, men i ulike forhold.
Isolerte kjemiske molekyler kan frembringe fysiologiske eller atferdsmes-
sige responser, men fullstendig biologisk aktivisering er ofte avhengig av
stimulering med komplekse blandinger av flere komponenter. Aminosyr-
er i seg selv gir antageligvis ikke tilstrekkelig informasjon for 4 kunne
skille potensielle matkilder fra andre proteinholdige substanser.

4.7 Betydningen av stimuleringsrekkefolgen

Det kunne tenkes at rekkefelgen av stimuli pavirker cellenes sannsyn-
lighet for 4 reagere pa et stimuli. Den hoye graden av overenstemmelse
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med tanke pa spesifisitet i duplikasjonene viste med hoy grad av sikkerhet
at dette ikke er tilfellet. Rekkefolgen av stimuli ser ikke ut til & ha betyd-
ning for om cellene svarte pd et stimuli eller ikke.

4.8 Fordeling av respons i z-aksen

Enhetene som ble aktivert ved kontralateral stimulering med gallesalter 14
mer dorsalt sammenlignet med enhetene som svarte pa ipsilateral stim-
ulering med samme stimulus. Samme forskjell ble observert i fordelin-
gen av enhetene som svarte ved henholdsvis ipsilateral og kontralateral
stimulering med skinnekstrakt. Fordelingen av enhetene som ble ekstitert
ved stimulering med aminosyrer pa hver av de to sidene hadde imidlertid
samme distribusjon i z-aksen. En sammenligning av Figur 3.7 pd side 54
og Figur 3.9 pd side 57 viser at posisjonene der det ble registrert endring
i aktivitet i nervese enheter som folge av stimulering ligger i et lag som
folger konturen av luktelappen. Dette stemmer overens med en lagdelt
organisering av luktelappen med ulike celletyper i de forskjellige lagene
(se Figur 1.5 pa side 12).

4.9 Diskriminering

Diskrimineringen var bedre ipsilateralt (65 %) enn kontralateralt (37 %).
Andelen enheter som svarte spesifikt pa ipsilateral stimulering med galle-
salter (ca 70 %) var klart hoyere enn andelen som svarte spesifikt pd ipsi-
lateral stimulering med henholdsvis aminosyrer (28 %) og skinnekstrakt
(32 %). Dette var som forventet med siden registreringen ble gjort i om-
radet som tidligere er vist at svarer pd gallesalter. Andelen enheter som
svarte pa henholdsvis én, to, tre og alle de fire stimuli ved kontralater-
al stimulering var tilnsermet lik for alle stimuli.Totalt sett svarte sveert fa
enheter kun pa én stimulus kontralateralt sammenlignet med antallet en-
heter som svarte pa ipsilateral stimulering med gallesalter. Dette var ikke
uventet.
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4.10 Forslag til videre studier

Det er fortsatt mye vi ikke vet om de anatomiske og fysiologiske
egenskapene ved den interbulbeere forbindelsen.

Tidligere kartlegging av efferente projeksjoner til luktelappen har vist at
fibrene terminerer rostralt og ventromedialt (se side 22). I dette studiet
ble registreringene gjort mer dorsalt. Det kunne derfor vere interessant &
gjore registreringer dypere ned i luktelappen.

Det vil ogsa kunne veere nyttig a gjore elektrofysiologiske registreringer
fra andre deler av luktelappen for & fa en mer fullstendig kartlegging
av den romlige distribusjonene av enheter som svarer ved kontralateral
stimulering. Innen hvert av omradene kan det tenkes a veere spesifikke
kjerner, men for & undersoke dette kreves tettere registreringer. Bruk av
andre stimuli, og lavere konsentrasjon av aminosyrer vil kunne bidra til 4
kartlegge distibusjonen av responsen til flere luktstimuli.

Det vil ogsa kunne veere a nyttig a pavise aktiverte omrader ved bruk av
c-Fos som synes a fungere som en nerves aktivitetsmarker i karuss.

Man kan ogsd tenke seg at det kunne vere nyttig a4 benytte en annen
strategi. I dette studiet ble det kun stimulert pa én side av gangen.
Grunnet det lave nivaet av spontanaktivitet kunne vi ikke observere noen
reduksjon i aktivitet ved kontralateral stimulering. Det kunne vere av
interesse 4 se hvordan responsen pa kun ipsilateral stimulering skiller
seg fra responsen ved samtidig stimulering ipsilateralt og kontralateralt.
Ved & oke aktiviteten i enhetene ved ipsilateral stimulering, og samtidig
stimulere det kontralaterale sanseepitelet vil man kunne se om den
kontralaterale stimuleringen forer til en reduksjon i aktivitet eller ikke.
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I dette studiet ble det gjort anatomisk kartlegging av projeksjoner fra
mMOT og over til den kontralaterale luktelappen hos karuss. Pavirkn-
ing av den nerveseaktiviteten i den kontralaterale luktelappen ved stim-
ulering av lukteepitelet med naturlige luktstimuli ble studert ved bruk
av elektrofysiologiske metoder. Ut ifra resultatene av forsekene kan man
konkludere med:

En interbulbaereforbindelse uten synapse ble pdvist anatomisk i
karuss.

Stimulering av lukteepitelet forer til okt aktivitet i de sekundeere
nevronene i den kontralaterale luktelappen.

Vi kunne ikke finne en klar korrelasjon mellom spesifisiteten i
respons pd ipsilateral og kontralateral stimulering.

En eventuell romlig fordelingen av enheter som svarer pa et bestemt
luktstimuli ved kontralateral stimulering er forskjellig fra den
romlige fordelingen av enheter som svarer pa det samme luktstimuli
ved ipsilateral stimulering.

Stimulering med samtlige luktstimuli benyttet i dette studiet forte til
okt aktivitet i enheter i den kontralaterale luktelappen.

Det ser ikke ut til & veere en funksjonell inndeling av fibrene i
den interbulbaere forbindelsen slik det er for de afferente fibrene i
luktetrakten.

Rekkefolgen av stimuli er ikke avgjeorende for hvorvidt enhetene
svarer pa et stimulus eller ikke.
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* Den spontane aktiviteten i de sekundeere nevronene i luktelappen
hos karuss er svert lav (i gjennomsnitt 0,28 APxs™1).

* Aminosyrer er et mindre potent stimuli for sansecellene i lukte-
epitelet enn gallesalter, kjgnnsferomoner og skinnekstrakt.
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Vedlegg A:
Losninger

Losninger

* Fysiologisk saltvann (gx L™1):
NaClI(8.53),KCI(0.22), MgSO4 x 7H,0(0.25), CaCl, x 2H,0(0.19)

* Kunstig ferskvann (gx L™1):
NaCl(2.9 x 1072),KCI(3.7 x 1073), CaCl, (5.8 x 10~2), NaHCO5(1.8 x
102)

¢ Benzocain stocklesning:
Benzocain i 96 % etanol (50 gx L~1)

e PBS (gxL~1):
NaHPO, x 2H,0(2,662), NayHPO, x 2H,O(14,418), pH justert til
7,4

¢ Paraformaldehyd 4 % i PBS pH 7,4

¢ Skinnekstrakt: 2 g skinn ble knust i en morter og fortynnet med
100 mL dH,O. Lesningen ble deretter sentrifugert pd 4000 om-
dreininger pr. min i 4 min. Supernatanten ble fortynnet 1:10 i kun-
stig ferskvann og filtrert. Losningen ble frosset ned i sma alikvoter,
og tint for hvert forsek.

e Agar 2 % i paraformaldehyd 4 %

¢ KNO,-lgsning, mettet
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Kjennsferomoner: Stamlesning 10> M i dimethyl sulfoxid (DMSO)
* 17,208P (17,206-dihydroxy-4-pregnen-3-one)
* 17,208P-S (17,208-dihydroxy-4-pregnen-3-one-20-sulfate)
¢ AD (androstenedione)
* PGF (prostaglandin F,,)

Individuell konsentrasjon etter fortynning 2,5 x 10719 M.

Gallesalter: Stamlesning 103 M i dimethyl sulfoxid (DMSO)
* Glukokolsyre
* Glukolithokolsyre
¢ Taurokolsyre
* Taurolithokolsyre

Individuell konsentrasjon etter fortynning 2,5 x 10710 M.

Aminosyrer: Stamlesning 0,1 M i oksygenert kunstig ferskvann
* Glycin
¢ L-arginin
¢ L-prolin
¢ L-serin
Individuell konsentrasjon etter fortynning 2,5 x 104 M.

Alle losningene ble oppbevart i sma alikvoter ved -18 °C. Stamlesningene
ble tint og fortynnet i kunstig ferskvann fer hvert eksperiment.
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Vedlegg B:
Penetrasjonstraséer

Figur 5.1 pa neste side er et utsnitt av Figur 3.2 pd side 42. Luktelappen sett
fra dorsalsiden. Posisjonene til de 44 penetreringsstedene i x-y-planet er
markert. I de penetrasjonstraséene som er markert med lysegront ble det
stimulert med gallesalter og aminosyrer (Del I). I de morkegronne traséene
ble det stimulert med gallesalter og skinnekstrakt (Del II).

Tabell 5.1 pé side 85 viser en oversikt over de forste 33 penetrasjonstrasée-
neel (Del I), og hvor mange enheter som svarte i hver trasé, samt antall
enheter som svarte pa de ulike stimuli ipsilateralt. Stimulert med iGS og
iAA.

Tabell 5.2 pa side 86 viser en oversikt over de siste 11 penetrasjonstraséene
(Del II), og hvor mange enheter som svarte i hver trasé, samt antall enheter
som svarte pa de ulike stimuli ipsilateralt. Stimulert med iGS og iSE.
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Figur 5.1: Oversikt over penetrasjonstraséer

I de forste 33 penetrasjonene (lysegrenne) ble det stimulert ipsilateralt med
gallesalter (iGS) og aminosyrer (iAA) i tillegg til kontralateral stimulering. I
de siste 11 penetrasjonene (merkegrenne) ble det stimulert ipsilateralt med
gallesalter og skinnekstrakt (iSE) i tillegg til kontralateral stimulering
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Tabell 5.1: Registreringstrasé 1-33

Trasé

- — OO H—A=AIOHOANNMINOODOIIHh OO A OMm— O OO
o — @\ o\l
°
=
A (@] SO T MNH OO OO OO ANOODOoOANODOFH T ANODOoODOOAN
<
ot
<
+
7))
O
o
(7)) H SO0 MO =IO OANMMNMmOOODODOL O MmOOOA
Q
Lo O AN MO FHLO ONNOANODD AN IHLOO ODNOONO A Al N
Hr A A A AT A A A A AN AN AN AN AN AN AN AN AN

85



Vedlegg B

Tabell 5.2: Registreringstrasé 34-44

Trasé | iGS | iGS +iSE | iSE | Totalt
34 1 6 1 8
35 1 4 1 6
36 0 0 0 0
37 0 0 0 0
38 4 1 0 5
39 9 0 1 10
40 12 3 0 15
41 6 3 1 10
42 7 0 0 7
43 7 6 8 21
44 2 1 0 3
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Vedlegg C:
Simple random sampling

Det ble registrert aktivitet fra 456 type I enheter. Hver enhet ble stimulert
med seks stimuli (fem interstimulus-intervall). Dette gir totalt 1578
interstimulus-intervall. Hvert interstimulus-intervall for hver type I enhet
i hver registrering ble nummerert (1 - 1578). To utvalg a 90 intervaller ble
valgt ut ved Simple Random Sampling for & kunne bestemme nivaet av
spontanaktivitet. RAND-funksjonen i Microsoft Excel ble brukt til & finne
90 tilfeldig desimaltall mellom 0 og 1. Disse tallene ble ganget med antall
interstimulusintervaller, og rundet opp til neermeste heltall.

=round(rand()*1578;0)

I de tilfellene der et tall ble valgt ut to ganger ble det hentet ut et nytt tall
som erstatning for dubletten. De to utvalgene ble sammenlignet ved en
x>-test for & sikre at enhetene var representable for hele populasjonen.
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Tabell 5.3: Utvalg 1 valgt ved SRS Tabell 5.4: Utvalg 2 valgt ved SRS
Utvalg 1 Utvalg 2

533 | 1413 | 1412 | 869 1330 | 437 | 1417 | 253
1370 | 901 | 1061 | 1381 43 | 1578 | 1306 | 911
1298 | 1442 | 344 | 1188 224 | 606 | 852 | 572
1239 | 1539 | 581 | 529 794 | 937 | 899 | 248
805 | 349 | 1409 | 685 891 | 1553 | 1116 | 1348
1217 | 1415 | 850 | 448 557 | 178 | 359 | 1087
653 | 328 | 1365 | 217 1250 | 395 | 368 | 1566
1420 | 343 | 245 | 143 1327 | 747 | 930 | 614
1048 | 230 | 970 | 180 390 | 607 | 721 | 641
1077 | 159 | 1462 | 1459 215 | 765 42 | 496
897 | 178 | 219 | 1326 1148 | 1470 | 197 | 792
370 | 1003 85 | 1519 206 | 260 | 482 81
1569 | 696 | 619 | 427 956 | 914 | 41| 379
397 | 599 | 1347 | 361 1220 | 220 | 231 68
422 | 888 | 342 | 990 1405 | 1329 | 491 | 934
1246 64 | 1397 | 835 877 | 1224 | 1191 | 416
404 | 838 | 1013 | 856 314 | 1002 | 737 | 1214
424 | 1213 | 214 | 462 907 | 678 | 555 | 1507
1344 | 137 | 1444 | 44 216 | 1053 | 912 | 221
409 | 1367 | 849 | 620 190 | 1410 | 1386 | 1571
156 | 565 18 | 1185 51| 604 | 1568 | 142
756 | 931 | 807 131 | 1242 | 744

784 | 1515 | 373 1022 | 648 62
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Vedlegg D:
Aktivitetsendring

Interstimulus og luktindusert aktivitet i enkeltenheter i luktelappen
Grafene viser interstimulus og luktindusert aktivitet i enkeltenheter i
luktelappen som svarer pa de respektive luktstimuli. Enhetene er sortert
og nummerert etter gjennomsnittlig interstimulusniva (AP xs~!). Enheten
med den laveste frekvensen er enhet 1, og enheten med hoyest frekvens er
enhet 15.

Ipsilateral stimulering med gallesalter - iGS.
ipsilateral stimulering med aminosyrer - iAA.

Ipsilateral stimulering med skinnekstrakt - iSE.

Kontralateral stimulering med aminosyrer - kKAA.

A

B

C

D: Kontralateral stimulering med gallesalter - kGS.

E

F: Kontralateral stimulering med kjennsferomoner - kKKE.
G

Kontralateral stimulering med skinnekstrakt - kSE.
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Frekvens (log AP xs™")
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Frekvens (log AP xs™")
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Vedlegg E:
Standardavvik

Tabell 5.5 pd neste side viser laveste og hoyeste antall standardavvik
mellom spontan- og indusert aktivitet fort hvert stimulus.
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Tabell 5.5: Antall standardavvik mellom spontan- og indusert aktivitet

Stimulus Min | Maks
Ipsilateralt Gallesalter 3,80 | 56,02
Aminosyrer 5,16 | 36,33

Skinnekstrakt 451 | 18,59
Kontralateralt | Skinnekstrakt 4,49 | 35,60

Aminosyrer 3,90 | 13,74
Kjonnsferomoner | 3,23 | 17,50
Gallesalter 3,23 | 31,63
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