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Anadrom rgye $alvelinus alpindsble brukt for & undersgke mulige sammenhengelomel
kjgnnssteroider og genetisk uttrykk av leptin ogeNegenin i lever. Det ble gjennomfart to
forsgk; et forsgk meth vivo injeksjon av kjgnnssteroider over en periode pakir utenfor
den naturlige reproduksjonssesongen (forsgk 1etdgrsgk med naturlig modnende rgye i
juni og august (forsgk 2). Forsgksfisken ble heleti Havbruksstasjonen i Tromsg, Karvika,
Ringvassgy, under naturlig eller simulert naturf@operiode, og i ferskvann med en
temperatur pa% (forsgk 1) eller naturlig temperatur (forsgk 2).

Fisken i forsgk 1 ble gitt en intramuskuleer dosevéirende 1 mg/ kg av kjgnnssteroidene
testosteron (T), 11-ketotesosteron (11KT) ellep-&3tradiol (k) l@st i propylenglykol 2
ganger i lgpet av 14 dager. En gruppe ble kunartjisied propylenglykol, og fungerte som
kontroll. Forsaket varte i 3 uker hvor vekt og ldagble malt ukentlig, og blodprave ble tatt
far injeksjon ved forsgksstart, for andre injeksjoa ved forsgksslutt. Ved siste uttak ble det
ogsa tatt vevsprgver av lever og malt for mageitthHdorsgk 2 ble stamfisk tatt ut i juni, og

i august, hvor fisk i det siste uttaket ble delb imodningsgrupper, modnende og umodne.
Ved hvert uttak ble det tatt blodpraver og vevspraav lever, utfart malinger av vekt og

lengde, samt beregninger av gonadosomatisk indgksageinnhold.

Injeksjon av kjgnnssteroider viste atfigrte til gkt lever-uttrykk av paralogene Leptin
Al mRNA (LepA) hos hann- og hunnfisk, Leptin A2 mMRNAgpA29 hos hunnfisk og
vitellogenin mRNA(Vtg) hos hann- og hunnfisk, sammenlignet med koniséillifmens T og
11KT farte til en nedregulering a¥tg hos hannfisk. Hos naturlig modnende hanner i augus
ble det funnet et hagyere uttrykk &epAlsammenlignet med umodne hanner i august, et
hgyere uttrykk alLepA2hos hannfisk i juni sammenlignet med modnende é&anaugust.
Hunnfisk i juni hadde et hgyere uttrykk av leptsgptor mRNA I(epR sammenlignet med
modnende hunner i august, mens sistnevnte grupg@ehet hgyere uttrykk avtg i lever
sammenlignet med umodne hunnfisk i august. Forswkéste at uttrykket av begge
leptinparalogene i lever ble stimulert ay, Bg, noe overraskende,lagpAluttrykk i lever var
forhgyet i modnende hannfisk, men ikke hunnfisk, lmmsten. Dette tyder pa at leptin i lever
er involvert i reguleringen av reproduksjonsutvigien hos rgye, men resultatene gir ikke

grunnlag for en naeermere beskrivelse av de mekanisome er involvert.






INNHOLD

FORORD. .......coouititetetetetetetete e as et e s et es s s s s esasssssssessesatasssesssessnsesesssesetetesesasns |
SAMMENDRAG .....ooveveteieieietete et vmeees e se s s s s e s s st ese s e e s s s aeannssssae e et tessnanans I
1. INNLEDNING ...ttt n s eae ettt ennns s s et ae et se s ananns 1
1.1 R@YA — UTBREDELSE, BIOLOGI OG VEKST ....oioeeeeeveieieeteeeeeeeeee e
1.2 REPRODUKSJONSBIOLOGI ........oucuieiecectmemee e eeses s esenaeanssns 1
1.2.1 HYPOTHALAMUS — HYPOFYSE — GONADE AKSEN ....ccvoveveveieieieererernen. 2
1.2.3 VITELLOGENESE ......oovvoeeeeececeeeee e ettt en s s nanananssnes e 3
1.2.4 SESONGMESSIGE ENDRINGER AV KIBNNSSTEROIDER....................... 4
1.2.5 INITIERING AV KIBNNSMODNING ........cooveeeerereeeeeeeeeeerenee e 4..
1.2.6 LEPTINS ROLLE | REPRODUKSJONSUTVIKLINGEN .....cocovveveveveieieecee, 5
1.3 MALSETTING ..ottt ettt a et en et et n s s, 6
2 . MATERIALE OG METODE ....c.ovviiieeieteeeeee et es s en s aenenns s, 7
2.1 FISK OG FORS@KSFASILITETER ........coeuetoeeeemesieteeeeseseseeeieieeeessesessesssisennenen, 7
2.2 FORS@KSDESIGN ....cociiiiicieeeteeceeeeee e e se e eesees s es st ese s ensnnssss s s s s, 7

2.2.1 KIONNSBESTEMMELSE OG MERKING AV FISK FOR FORBBSSTART ... 8

2.3 INJEKSJON AV KIONNSSTEROIDER OG PRAVETAKING.........ccccevviiiiiiinnns 8
2.3. 1 PILOTFORSEIK ... .ttt ettt e e e e e e e e e e e s s e e e e e e e s 8
2.3.2 FORSGK 1 — INJEKSJON AV KIONNSSTEROIDER.....c.....uvtiiiiiiiiiiiiiiieeeennn 9

2.4 FORS@K 2 — NATURLIG REPRODUKSJONSUTVIKLING - BRETAKING..... 10

2.5 KONDISJONSFAKTOR OG GONADOSOMATISK INDEKS (GSl).....cccvviuvrnnnee. 10

2.6 ANALYSER ... .ottt s e 11

2.6.1 KVANTIFISERING AV TESTOSTERON, 11-KETOTESTOERON OG 1B-
DSTRADIOL ... ettt e e e e e e et e e e e e e e e e nnnnnenne e 11

2.6.2 ANALYSER AV LEVER mRNA FOR LEPTIN Al, A2, LEAN RESEPTOR
OG VITELLOGENIN UTTRYKK ....coitiiiiiiiii e s 14

2.7 DATABEHANDLING OG STATISTIKK ....uiiiiiiiiiiiiiiiceeeiii e 18

v



INNHOLD

3. RESULTATER ... 20

3.1 FORS@K 1 — INJEKSJON AV KIBNNSSTEROIDER ....cccccccoiiiiiiiiiiiiiiiiiieee 20
3.1.1 KONDISIONSFAKTOR ...ttt eemmme e ee e e e 20
3.1.2 PLASMAKONSENTRASJONER AV KIGNNSSTEROIDER.........cccccvvveee.. 22
3.1.3 GENUTTRYKK | LEVER ...ooiiiiiiiii et 24

3.2 FORS@K 2 — NATURLIG REPRODUKSJONSUTVIKLING ccceviiiiiiiiiiieieeceeeee 28
3.2.1 KONDISIONSFAKTOR ...t esmmme e e e e 28
3.2.2 GONADOSOMATISK INDEKS ... 29

3.2.3 PLASMAKONSENTRASJONER KIZNNSHORMONER...cceeivveeeeiiinnn.... 30

3.2.4 GENUTTRYKK | LEVER ...ooiiiii e, 32
4. DISKUSJION ... e e 36
4.1 INJEKSJON AV KIGNNSSTEROIDER ........ccoi et 36
4.2 NATURLIG REPRODUKSJONSUTVIKLING .....ootiiiimmeiiieeen 38
5. KONKLUSJION ... rrrrn e 41
6. LITTERATURLISTE ...ooiietiiitii ettt 42
T.VEDLEGG ..ot 46
7.1 MAGEINNHOLD ... s 46
7.1.1 FORS@K 1 — INJEKSJON AV KIONNSSTEROIDER...........ouviiiiiiiiiiiiieeeeen. 46
7.1.2 FORS@K 2 — NATURLIG REPRODUKSJONSUTVIKLING. cc.cceeeiiiiiiiine 46
7.2 ETHANOL PRECIPITATION OF RNA OLIGONUCLEOQOTIDE........cccocoviiieieeieee. 47
7.3 RESULTATER PILOTFORS@K ......iiiiiiiiieeeemiiiii et 48
7.3.1 PLASMAKONSENTRASJONER PILOTFORS@K ... 48
7.3.2 GENUTTRYKK PILOTFORS@K ......ooiitiiiiiimmmmmennnrnneeeieeeeeeeeeee e a0,



INNLEDNING

1. INNLEDNING

1.1 ROYA - UTBREDELSE, BIOLOGI OG VEKST

Arktisk rgye Galvelinus alpinuser en kuldetolerant laksefisk som forekommerskganns-

og anadrome former (Johnson, 1980). Den har emrspklar utbredelse og ansees som
verdens nordligste fiskeart (Johnson, 1980, Franéteal, 1997, Klemetsert al, 2003). |
enkelte ferskvannssystemer (for eksempel pa BjanBpitsbergen og Novaja Zemlja) kan
den forekomme som eneste art (Frantzen, 1995).kkaistisk levehabitat for rgya er elver
og oligotrofe/ultraoligotrofe innsjger (Klemetseat al, 2003) preget av ekstreme
sesongvariasjoner i naeringstilgang og fotoperidadél{nget al, 1998).

Den anadrome formen (sjgrgya) holder til i de rigetk delene av rgyas
utbredelsesomrade, med Nordland fylke som sgrligigese langs norskekysten. Overgangen
fra ferskvann til sjg skjer normalt nar rgya er &45gammel, hvor den beiter i kystnaere
farvann etter smoltifiseringsprosessen fullfgresw@men (Johnson, 1980). Ved smoltifisering
gar fisken gjennom et sakalt migrasjonsvindu onteémgshvor individ over et lengdebestemt
terskelniva vil smoltifisere den fglgende varerrg@gmsen og Johnsen, 2014).

Oppholdet i sjg varer i 40-50 dager far den retanél ferskvann for overvintring
(Johnson, 1980, Jagrgensenal, 1997b). Under sjgoppholdet kan rgya oppna enimtpll
kroppsvekt (Jargensest al, 1997a), mens den under ferskvannsoppholdet peages lavt
naeringsinntak og en negativ energibalanse (Jgrgestsal, 1997a, Frgilancet al, 2010).
Disse sesongvariasjonene i appetitt og vekst ef ogservert hos avkom av anadrom rgye i
oppdrett, holdt under konstante temperaturforh@dwerskuddsféring (Tveiteet al, 1996,
Damsgarckt al, 1999).

1.2 REPRODUKSJONSBIOLOGI

Den anadrome rgya antas a foreta 2-5 arlige mmrasjfar den kjgnnsmoder og gyter i elver
eller innsjger om hgsten (Johnson, 1980, Rikardgenl, 2004). Den representerer den
iteropare reproduksjonsstrategien med gyting ey gran gytesesong, og flere ganger i lgpet
av en livssyklus (Frantzeet al, 1997). Hos fiskepopulasjoner ved hgyere breddiegra

beskrives reproduksjonsutviklingen som en arlig ivbmthet hvor en endogen syklus,

1
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fasejustert av fotoperiode og temperatur, styrer smsongbasert kjgnnsmodning og
gonadeutvikling (Tveiteet al, 1996, Adams og Huntingford, 1997, Gillet, 1994).

Initiering av kjgnnsmodning ved rekruttering avnpeere oocytter i gonadene, skjer
trolig opp mot et ar far endelig modning og gytiiher sted (Frantzen, 2003, Jgrgensen og
Johnsen, 2014). Fullfgring av modningsprosesseavieengig av fiskens naeringstilgang og
energilagre om varen (Tveiteet al, 1998), hvor begrensede ressurser vil arrestere
kignnsmodningen hos salmonider, en indikasjon et for tilstrekkelige energilagre ved
reproduksjon (Johnson, 1980, Silversteiral, 1998, Duston og Saunders, 1999).

@kningen i apetitt, vekt og kondisjonsfaktor hosdmende fisk om varen er en
kortvarig prosess, da forinntaket gjiennom sommeegdnseres frem til de blir anorektiske pa
sensommeren. Overgangen fra hgyt forinntak og vadlst til anorektiske forhold under
modning er antatt & pavirkes av gkningen i plasmsémotrasjonene av kjgnnssteroider
(Tveitenet al, 1998). Fisk under laboratorieforhold har ogsa e&is slik gkning og fglgende
nedgang i appetitt, gjennomsnittlig 1-2 maneddig@de hos modnende sammenlignet med
umodne fisk (Tveitert al, 1996, Saethest al, 1996).

1.2.1 HYPOTHALAMUS - HYPOFYSE — GONADE AKSEN

Den endogene reguleringen av gonadedifferensiarirfgeegar i hypothalamus-hypofyse-
gonade aksen (HPG-aksen) (Yaron og Sivan, 200&)jgfFende (gonadotropin-frigjgrende
hormon; GnRH) eller hemmende (dopamin) faktoreleskiut fra neurosekretoriske celler i
hypothalamus og regulerer adenohypofysens frigggrinav  gonadotropinene
follikelstimulerende hormon (FSH, ogsa betegnet &hi |) og luteiniserende hormon (LH,
ogsa betegnet som GTH Il) over i blodstrammen (Asele, 1992). Gonadotropinene binder
seg til spesifikke reseptorer i gonadene, som fdierproduksjon og utskillelse av
kjgnnssteroider (steroidogenesen) (Andersen, 18&&n og Sivan, 2006)

Hunnfisk skiller steroidene ut fra ulike cellelagns omgir oocytten i ovariene, hvor
gstrogener (i hovedsak f[-#stradiol, k) kontroller vitellogenesen, og progestiner (i
hovedsak 1a-hydroxy-2@-dihydroprogesterone, 17,240) promoterer modning av follikler
og ovulering (Yaron og Sivan, 2006). Binding av F&iHeseptorer i theca-laget i follikelen
farer til syntese av testosteron (T) fra kolestéli@kei og Loretz, 2006, Frantzen, 2003). T
konverteres videre til H follikelens granulosa-celler i ovariene, Eaktes fra ovariene til
lever via blodet og stimulerer den hepatiske syrtes/ vitellogenin (Vtg) ved & binde seg til
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reseptorer i hepatocyttenes cytoplasma (Andersg9®,1Patifio og Sullivan, 2002, Takei og
Loretz, 2006). 17,2BP syntetiseres ogsa i granulosa-cellene fra fraytifoxyprogesterone,

0g er ansett som det viktigste modningshormonetyatig for nedbryting av den germinale
vesikkelen (Frantzeet al, 1997). Syntesen av 172@ stimuleres av LH, som initierer en

kort modningsfase far gyting (Frantzen, 2003).

Hos hannfisk regulerer androgene hormoner sperraagsgn og spermiogenesen, og
progestiner regulerer endelig modning av spermat@¥aron og Sivan, 2006). GTH | binder
seqg til reseptorer pa leydigcellene i spermkanatenstimulerer syntese av androgenene T og
11-ketotestosteron (11KT) (Andersen, 1992). Begadragene stimulerer gonadevekst og
spermatogenese hos laksefisker (Tvegerl, 1998), hvor 11KT er ansett som det viktigste
androgenet grunnet en mer effektiv stimulering gersatogenesen og sekundeere
kjgnnskarakterer (Borg, 1994). Sammenlignet medTLhKr T lav androgen aktivitet og er
vanligvis representert med hgyere nivaer hos hsknfirunnet konverteringen av testosteron
til gstradiol. (Mayeet al, 1992, Andersen, 1992, Borg, 1994).

1.2.3 VITELLOGENESE

Vtg er et glukofosfolipoprotein (300-600kDa) (Patifdog Sullivan, 2002, Johnsest al,
1999), og forlgper til plommemassen som akkumulérescytten under kjgnnsmodningen
(Yaron og Sivan, 2006). Proteinet bestar av ligid-aminorsyrerik lipovitellin (Patifio og
Sullivan, 2002), samt fosofoproteinene phosvitin gigpsvettes (Brooket al, 1997) som
inneholder polyserin og fosfor og gir Vtg bindeeglaper til kalsium for transport i blodet til
ovariene etter den hepatiske syntesen (Yaron agnSR006). Opptaket av Vtg i oocyttene er
stimulert av GTH [, og skjer ved hjelp av endocgtagennom ekstracelluleere rom mellom
theca- granulosa-cellene far Vtg binder seg tieptsrer pa oocyttens overflate (Patifio og
Sullivan, 2002). Bindingen starter en fusjon av \ig lysosymlignende faktorer, med
klgyving av Vtg og dannelse av plommeproteiner setter hvert fyller hele cytoplasma
(Andersen, 1992, Yaron og Sivan, 2006). Denne akitemmgen av plommemasse betegnes
vitellogenese, og foregar over flere maneder fararing finner sted (Mommsen og Walsh,
1988, Tveiteret al, 1998).
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1.2.4 SESONGMESSIGE ENDRINGER AV KIGNNSSTEROIDER

Plasmakonsentrasjoner av kjgnnssteroider er |ldee ikke detekterbare hos bade hunn- og
hannrgya fra november til februar (Mayetral, 1992, Frantzert al, 1997, Tveiteret al,
1998). En svak gkning i steroidekonsentrasjoneaenfars til mai (Frantzeet al, 1997,
Tveitenet al, 1998) markerer starten av den sekundeere vekstfasproduksjonssyklusen

og skjer omtrent 6-8 maneder fgr gyting finner {theatgensen og Johnsen, 2014).

Hos hunnfisk fgrer den svake gkningen 4 &m varen til rekruttering av pre-
vitellogene oocytter og initiering av vitellogenaseuten endringer i oocyttens diameter
(Frantzenet al, 1997). En merkbar gkning i nivaer ay & T fra juni stimulerer til intensiv
vitellogenese og oocyttvekst frem mot ovuleringafifzenet al, 1997). & nar sitt hgyeste
niva under den mest aktive fasen av vitellogenéSeamtzenret al, 2004a) i midten av august
og september, mens T nar en topp omtrent en mamedtes (Frantzest al, 1997, Tveiteret
al.,, 1998). Nedgang i plasmakonsentrasjonen gv o T indikerer avslutning av
vitellogenesen, og etterfglges normalt av en gknidy,2B-P i ovariene som markerer
endelig modning av oocyttene (Jgrgensen og Joh26éd). 11KT og T gker ogsa merkbart i
juni hos hannfisker, og stimulerer spermatogeneseesst (Tveiteret al, 1998). Nivaene av
de to androgenene forblir hgye frem mot gyting, rnapporterte toppnivaer er observert i
manedskiftet september/oktober (Mayar al, 1992, Tveitenet al, 1998). Etter gyting i
oktober faller konsentrasjonen av samtlige sterofildave nivaer (Frantzeet al, 1997,
Tveitenet al, 1998).

1.2.5INITIERING AV KIONNSMODNING

De underliggende fysiologiske mekanismene somérigggnnsmodning hos laksefisk er ikke
godt kjent (Frantzert al, 2004b, Tarangeet al, 2010). Det er likevel funnet at synkende
daglende péa hgsten ett ar far gyting finner steelr filsken gjennom et modningsvindu, med
et individuelt genetisk bestemt terskelniva (Jgsgenog Johnsen, 2014, Caldwell al,

2013). Stgrrelsen pa energireservene er her asseiten ngkkelfaktor for en vellykket

reproduksjonsutvikling hos bade fisk og andre \mater (Klinget al, 2012).



INNLEDNING

1.2.6LEPTINS ROLLE | REPRODUKSJONSUTVIKLINGEN

Fettvevshormonet leptin er et av de viktigste kongmiene i langtidsregulering av
energihomeostasen hos pattedyr (Véeidl, 2003, Friedman, 2009). Det er et 16 kDa protein
som hos pattedyr hovedsakelig syntetiseres og reskredet hvite fettvevet, der en finner
leptin-mRNA og sirkulerende nivaer av leptin sompesporsjonale til kroppens fettmengde
(Zhang et al, 1994). Hormonet fungerer som en perifer faktormsaignaliserer
ernaeringsstatus til sentralnervesystemet via sklesifeseptorer i hypotalamus (Friedman,
2009). Leptin har en antatt regulerende rolle ieflaeuroendokrine systemer, inkludert det
reproduktive systemet (Casabietlal, 2001), da leptinreseptorer er funnet hovedsakeli
deler av hypothalamus som kontrollerer matinntak regroduktiv adferd. Initering av
pubertet hos pattedyr er ansett & veere avhengtidstrekkelige energireserver, med leptin
involvert som signalmekanisme (Mosches al, 2002). Mennesker som ikke produserer
leptin forblir infertile uten leptinbehandling, dave plasmakonsentrasjonene oppfattes av
hjernen som lave energilagre (Norman og Clark, Jl98atinreseptorerlLepR er funnet i
celler gjennom hele HPG-aksen hos pattedyr (gonapiske celler i hypofysen, granulosa —
og thecaceller, og i leydigceller), og hormonetstatt & ha en rolle som regulator av HPG

via parakrine og /eller endokrine mekanismer (Mosdt al, 2002).

Hos fisk ble leptin forst beskrevet hos pinnsvikfirakifugu rubripes) i 2005
(Kurokawaet al, 2005). Det sakaltEuguleptinet har imidlertid en aminosyresekvens som
bare i liten grad (13%) er identisk med leptin huennesket. Leptin er senere identifisert med
to ulike leptintranskripterlepAlog LepA2 hos andre fiskearter, blant annet atlantisk laks
(Salmo salar;(Rgnnestacet al, 2010), regnbuegrreOfchorynchus mykiss(Murashitaet
al., 2008) og rgyeSalvelins alpinus(Frgilandet al, 2010), der syntese hovedsaklig skjer i
lever. Hayt uttrykk av leptin i lever, uten pafglgende bdpnsentrasjoner i plasma, har fart
til antakelser om en mulig parakrin rolle for lep{Frgilandet al, 2012). Dette er videre
stgttet opp av det faktum at alle undersgkte dtant annet rgya, har leptinreseptorer i lever
(Jorgenseet al, 2013).

Leptin er funnet & medvirke i reguleringen av rejuksjon hos fisk (Copelanet al,
2011). Behandling med rekombinant museleptin ho®paisk havabborQicentrarchus
labrax) er vist & fare til stimulering av LH (Peyat al, 2001). Malinger av modnende og
gytende vill lake l(ota lotg) viste hgyere plasmakonsentrasjoner av leptinhumsfisk enn
hannfisk, som ble antatt a reflektere observasjdwer rotter hvor en fant at,En vivo

stimulerte produksjon av leptin. Samme studie vigteéverst forhold mellom plasmanivaer
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av leptin og T hos hannfisk, hvor hgye niva av & @htatt & undertrykke frigjaring av leptin

fram til gyteperioden var avsluttet (Mustoneimal, 2002).

Hos rgya er det genetiske uttrykket av leptin ielevist & endre seg i samsvar med
sesongmessige endringer i fettstatus gjennom Eretlgndet al, 2010). Samme studie viste
imidlertid at uttrykket av leptin i lever forble fizpa hasten hos modnende fisk, til tross for
reduserte fettreserver. Det samme er ogsa obsdmwennodnende hannparr av atlantisk laks
(Trombley og Schmitz, 2013).

1.3 MALSETTING

Selv om tilgjengelig data tyder pa at leptin spil rolle i reproduksjonsutviklingen hos
teleoster (Trombley og Schmitz, 2013, Clebial, 2014), er det lite som er kjent med bade
hensyn til underliggende mekanismer som styreresgbg frigjgring av leptin og hvordan
dette henger sammen med reproduksjonsutviklingentéleoster. Etter som leveren er et
sentralt organ i reproduksjonsutviklingen hos sgesiunnfisk, hvor syntese og frigjgring av
Vig er regulert av E er det naerliggende & se pa hvorvidt ogsa syog$egjaring av leptin i
lever kan veere regulert aw, Eller andre sentrale kjgnnssteroider. Det er derfdenne
undersgkelsen valgt & studere hvorvidt ulike kjstersider (&, T og 11KT) pavirker det
genetiske uttrykket av bade VTG og leptin i leves begge kjgnn av raye.

Med bakgrunn i dette er hensikten a undersgke rfidigge
- Hvorvidt in vivo injeksjon av kjgnnssteroidene, ET og 11KT utenfor
reproduksjonssesongen (vinterstid) pavirker deetiske uttrykket av Vtg og leptin i
lever hos rgye
- Avdekke mulige sammenhenger mellom leptin og kjgtersider hos begge kjgnn av

raye som gjennomgar en naturlig reproduksjonstingkl
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2 . MATERIALE OG METODE

2.1 FISK OG FORSYKSFASILITETE

Prosjektet ble utfart ved Havbruksstasjonen i Tmr(isiT; 69°N), i perioden 2. januar til

22. august, 2013 (Fig. 1risken brukt gjennom dette prosjektet var avkonamadrom ray:
fra to ulike populasjoners ar gammel rgyopprinnelig fanget i Storvannet i Hammerfe

1984 og 3 ar gammel raye opprinnelig fanget i \&djgen pa Svalbard i 19¢Fisken ble
klekket ihenholdsvis 2008 og 20 og holdt i 4 000 liters sirkuleekar med ferskvar under
naturlige lysforhold (lysgjennomtrengelig taved en vanntemperatur pé&°C. Fiskene ble
gjennom hele prosjektet foret med 4 mm standatdfgkfor (Skretting, Stavanger, Norg

2.2 FORSUKSDESIGN

Det ble gjennomfgrt 2 forsgk, samt et pilotfck (godkjent av Forsgksdyrutvalget; ID 493

Pilotforsgket ble utfgrt i februar for & finne aptl dosering og samplingstidspunk

forbindelse med implantering av kjgnnssteroidesrsgk 1, mens hovedforsgkene (forsg

og 2) ble gjennomfart i henholcis mars og juni/august maned (Fit).. Hensikten med
forsgk 1 var & studere mulige effekter av kunstfgrsel av kjgnnssteroidene B-gstradiol

(E»), testosteron (T) og 1Retotestosteron (11KT) pa genetisk uttrykk (mMRN®Reparaloger
av leptin LepAlogLepA?, en reseptor for lept (LepR, samt for vitellogeni (Vtg) i lever

hos begge kjgnn av ray&orsgket ble utfgrt utenfor reproduksjonssesongears) for &

unnga mulige effekter av naturlig produserte kjsteider. Dette forsgket ble fulgtp av

forsgk 2, der en gnsket & undersgke mulige sammegahenellom de samme faktorer I

raye som far en naturlig gkning i kignnssteroidigngom reproduksjonssyklus | de to

implanteringsforsgkene ble Hammerfestrgya kleki&a8 brukt, mens Svalbagya klekket
i 2010 ble brukt i forsgk 2.

Juni August
Januar . Februar . Mars . Forsok 2 . Forsgk 2
Pilotforsgk Pilotforsgk Forsgk 1 Uttak 1 Uttak 2

Figur 1. Oversikt uttakstidspunkt.
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2.2.1 KIONNSBESTEMMELSE OG MERKING AV FISK FOR FORBSSTART

| alt 105 individer til pilotforsgket og forsgk 1eb16. november 2012 bedgvd (Benzocaine
vet, 200 mg/ml tilsvarende 50 ppm), kjgnnsbesteatt stryking av gonadeprodukter samt
visuell bedgmmelse av ytre kjgnnstrekk, og deratidividmerket med Floy tags (MFG,
Washington, USA). Individmerkene ble sydd fast rkbnt av dorsalfinnen, hvor antatt
hannfisk ble merket med bla tags og antatt hunrifiskmerket med rosa tags. Fisken ble
deretter satt tilbake for oppvakning i 4 000 litsigkulaere kar, hvor de ble holdt fram til
forsgkene ble utfart.

2.3 INJEKSJON AV KIGNNSSTEROIDER OG PRGVETAKING

2.3.1 PILOTFORS@K

Pilotforsgket ble utfart i tidsrommet 23. janudrlts. februar 2013 med 18 fisk, 9 av hvert
kignn. Det ble etablert tre grupper med tre inddvidv hvert kjgnn i hver gruppe. To grupper
ble behandlet med henholdsvis [Bigma Aldrich, Tyskland) og T (Sigma Aldrich, kKand)
lgst i propylenglykol (Sigma Aldrich, Tyskland) (20g steroid/ml), mens en gruppe fikk kun
propylenglykol (kontroll).

Far injisering ble fisken bedgvd (Benzocaine v &@y/ml, 50 ppm), individbestemt
(avlesing av tagnummer) og deretter vekt- (neermesteog lengdemalt (gaffellengde;
neermeste 0,5 cm). Det ble deretter tatt blodpraee chudalarene ved hjelp av 2 ml
hepariniserte vaccutainere (BD Diagnostics, Franldkes, New Jersey). Prgvene ble merket
med individnummer og plassert direkte pa is frenplasma ble separert ved sentrifugering
(5 000 rpm i 10 minutter ved’3). Plasma ble deretter overfart til eppendorfrerkat med

individnummer og lagret pa -20 for senere kvantifisering av kjgnnssteroider.

Etter at blodprgve var tatt ble fisken gitt 0,1 stéroidlgsning/kg kroppsvekt, som
tilsvarte en dose pa 2 mg steroid/kg kroppsvelghiandlingsgruppene, mens kontrollgruppen
fikk tilsvarende mengde propylenglykol uten tilsath av steroid. Det ble ikke foretatt
injeksjon av 11-KT i pilotforsgket. Injeksjoneneslgjort intramuskulaert ved hjelp av 1 ml
sprayter (BD Plastipak, Madrid) med 0,8 mm nalespisntrent 2 cm bak dorsalfinnen pa

fiskens hgyre side. Stikksarets omrade ble deratassert lett for & unnga lekkasje av den
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injiserte lgsningen. Fisken ble deretter plasséorsgkskaret og holdt under oppsyn til den

hadde vaknet fra bedgvelsen.

Behandlingen ble gjentatt 2 ganger, henholdsviggeto uker etter oppstart, der fisken
gjennomgikk samme prosedyre som ovenfor. I tillbggdet avlivet ett individ av hvert kjgnn
etter henholdsvis en, to og tre uker, der det atevievspragver av lever lagt i eppendorfrar
tilsatt RNAlater (Ambion, Life Technologies) for reme analyse av genuttrykk. Dette ble
gjort for & finne et optimalt tidspunkt for narken i forsgk 1 burde avlives etter at steroid-

behandlingen ble startet.

2.3.2 FORSYK 1 — INJEKSJON AV KIONNSSTEROIDER

Den 21. februar 2013 ble 68 individer tatt ut tidfg og fordelt i fire sirkuleere 300 liters kar
for akklimatisering i 8 dager far forsgksstart.t&eell 1 for fordeling av behandlingsgrupper,

antall individer og kjgnn i de fire karene.

Tabell 1. Behandlingsgrupper i forsgk 1: n = antallmdivider, M = Hannfisk, F = Hunnfisk

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 Gruppe 4
Behandling Kontroll Testosteron  11-ketotestosteron 17B- gstradiol
n 16 (9M,7F) 18(12 M, 6F) 17 (11 M,6 F) 17 (12 ¥F)

Fisken ble holdt i ferskvann {6 og minimum 90% oksygenmetning) under simulertirigt
fotoperiode (68N) og foretad libitum fire timer daglig med skiveautomat (Aqua Produkter
AS, Sunndalsgra, Norge). Temperatur og oksygenngetole kontrollert og eventuelt justert

daglig.

Prgvetaking og steroid-behandling

Ved oppstart av forsgket 1. mars (etter 8 dagelirakkisering) ble 5 fisk om gangen havet
tilfeldig ut fra en gruppe og bedgvd slik som beskt ovenfor under pilotforsgket. Det ble
deretter gjort malinger av vekt og lengde fgr bluther ble tatt og fisken fikk injisert
steroidlgsning eller propylenglykol (kontroll), lslsom beskrevet. Basert pa plasmaverdiene

av kjgnnssteroider fra pilotforsgket ble det imititebesluttet & halvere dosen av steroider til
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1 mg/kg kroppsvekt for & oppna plasmaverdier anhgateroidene som kan sammenlignes
med det en finner hos naturlig modnende rgye (€ueit al, 1998). Videre ble det i tillegg til
E, og T ogsa gitt 11-KT (N.R.C. Massey, New Zealamigd samme dosering som for dg

T. Etter behandling ble fisken satt tilbake i fdeskaret og overvaket til alle individer var
vakne.

Samme samplings- og behandlingsprosedyre ble tfjd@ntganger (8. og 15. mars),
med unntak av injeksjon av kjgnnssteroider/propylgol den 15. mars, far fisken ble
avlivet (15. mars) og deretter kjgnnsbestemt. Etidiving ble det tatt ut vevspraver av lever
som ble lagt i eppendorfrar tilsatt RNAlater fonsee analyser av genuttrykk. | tillegg ble
mage og tarm dissekert ut og temt for beregninfpamntak (neermeste 0,5 g).

24 FORSUK 2 - NATURLIG REPRODUKSJONSUTVIKLING -
PRAVETAKING

Det ble tatt ut til sammen 29 individer av Svalbasgle (2010-generasjon) som var antatt
enten a vaere umoden (28. juni; 10 individ; 5 hsinfig 5 hannfisk) eller naturlig modnende
(22. august; 19 individer; 11 hunnfisk og 8 harkjfifor prgvetaking av blod og lever til
analyse av kjgnnssteroider og genuttrykk (sammeeglyre som ovenfor). Fisken ble foaek

libitum med Skrettings 4 mm standard settefiskfor (Staggridorge) og holdt under naturlig

fotoperiode og &C.

2.5 KONDISJONSFAKTOR OG GONADOSOMATISK INDEKS (GSI)
Fultons kondisjonsfaktor ble regnet ut for hvediind etter fglgende formel:

¥ x 100

L3

hvor L er lengde i cm, og W er fiskens totale krepgkt i g. Gonadosomatisk indeks (GSI)

for malinger av gonader i forsgk 2 ble regnet atffrmelen:
Gw

hvor GW er vekten av gonaden i gram, og W er fisketale kroppsvekt i g.

10
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2.6 ANALYSER

2.6.1 KVANTIFISERING AV TESTOSTERON, 11-KETOTESTOERON OG 1B-
@STRADIOL

Alle analyser av kjgnnssteroider i plasma fra flarégog 2 ble utfart pa Institutt for Arktisk
og Marin Biologi, BFE, UiT, ved hjelp av radioimmaassay (RIA), modifisert etter Schulz
(1985) og videreutviklet/validert av Frantzenal.(2004b) og Tveiten et al. (2010).

RIA er basert pa at antigen fra en ukjent mengdfoaeksempel et spesifikt hormon
(T, 11KT eller k) vil bindes til et hormon-spesifikt antistoff ogratidig konkurrere med
radioaktivt merket antigen av samme hormon om satmnmaingssete. Dette betyr at dersom
det er en stor mengde antigen av "kaldt” hormostede (ved hgye hormonkonsentrasjoner i
plasmaprgven), vil det "kalde” plasma-hormonet okarere det radioaktivt merkede
hormonet tilsatt praven. Etter at likevekt er optthédg den frie ikke-bundne fraksjonen av
antigen (bade kaldt og radioaktivt merket hormargeparert fra antistoff-bundet antigen, vil
en sitte igjen med en aktivitet av radiomerket hamnfbundet til antistoffet) som er inverst
proporsjonalt med mengden ukjent hormon i plasmagprg

En standardkurve konstruert av en kjent mengdedatdlgsning med det aktuelle
"kalde” steroidet og en kjent mengde av det radivtiknerkede steroidet er ngdvendig for a
finne konsentrasjonen til steroidet. En slik stadlarve viser da en prosentvis mengde av
det radioaktivt merkede steroidet som vil binde$ dntistoffet ved ulike Kkjente

konsentrasjoner av det "kalde” steroidet.

Det radioaktivt merkede hormonets hydrogenaton Kagioaktive®H, tritium) avgir
B-straling, og males i cpm (counts per minute) véelphav en scintillasjonsteller. Den
detekterte stralingen fra praven kan da legges standardkurven, og man kan lese av den

ukjente mengden av det aktuelle steroidet i praven.

Ekstrahering av steroider

For RIA kan utfares ma kjgnnssteroidene i plasmagme ekstrahert. Dette ble gjort ved a
tilsette 4 ml eter (diethylether) til 300 pl av gtaaprgven. Vannfasen (plasma) ble deretter
frosset ved hjelp av flytende nitrogen, og etenfia@eed steroider) ble deretter dekantert over
i nye rar og fordampet ved 45 i 40 min, slik at sluttproduktet var noen oljgué som
inneholdt steroidene. Prgvene ble deretter lgstoolynnet 3 ganger (opprinnelig 300 pl
plasmaprgve mot 900 ul buffer) med RIA-buffer (eri 1 g gelatin, 21,84 g
Na2HPO4+12H20, 4,38 g Na2HPO4+12H20, 9 g NaCl, Nezhazid 5% Igsning i MilliQ-

11
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vann). Fortynningen ble deretter blandet ved hgelgen vortex ragreplate og satt til "hvile” i

15 min far den ble rart igjen og dekantert oveppendorfrgr. Prgvene ble deretter fryst inn
ved -20C frem til analysene ble utfart.

Radioaktive steroider

De radioaktive steroidene ble oppbevart i EtOH-omalitocker ved %€ og fortynnet til en
konsentrasjon tilsvarende 10.000 cpm/ 50 ul RIAHu{se tabell 2 for blandingsforhold).
For kontroll av radioaktivitet ble 50 pl av lgsn@mgog 600 ul RIA-buffer tilsatt i et tellerar
med 7 ml tellevaeske (Ultima Gold XR scintillasjoeeske). Rgrene ble forseglet, vortexet og

malt for B-straling i scintillasjonsteller (Tri-Carb 2900TRerkin Elmer, lllinois).

Tabell 2. Fortynningsforhold av radioaktivt merkede steroider og RIA-buffer.

Steroid Total count (cpm) *H-EtOH mellomstock () RIA-buffer (ml)
T 10 000 205 30
11KT 10 000 526 12
E, 10 000 75 19
Antistoffer

Antistoffene for de ulike steroidene (produsertitd kaniner) ble oppbevart ved “8Di en
10x fortynning med RIA-buffer. Etter tining ble thgret pa 4C og tilsatt et par korn Na-azid
for konservering. Konstruksjon av mellomfraksjon dn&00x fortynning ble utfgrt ved &
tilsette 30 ul antistoff til 1,47 ml RIA-buffer. Dalike brukerlgsningene ble fortynnet videre i
henhold til tabell 3.

Tabell 3. Blandingsforhold av fortynningtil brukerlgsning av steroidespesifikke antistoff.

Steroid antistoff Fortynning 500x mellomfraksjon RIA-buffer (ml)
brukerlgsning (ul)
T 5000 1500 13,5
11KT 20 000 500 19,5
E. 18 000 550 19,25

12
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Standardkurve

Ikke-radioaktive steroider av ulike konsentrasjobler nyttet for & konstruere standardkurver
for det respektive steroidet. Steroidet ble oppliexed 4C i stocklgsninger fortynnet i etanol
til 500 pg/ml. Videre fortynning til 250x til konstksjon av standardlgsning ble utfart ved a
tilsette 10 pl (500 pg/ml mellomlgsning) til 2,49 RiA-buffer. Lasningene ble vortexet godt
hver gang den ble brukt. Videre ble 50 ul arbesisiey overfart til 15 ml sentrifugerar
merket S9 og tilsatt 2,45 ml RIA-buffer. Etter ashingen var vortexet, ble gvrige standarder
konstruert ved & fortynne S9 nedover 1:1 (1 ml @ugBningen hentet ut og overfart i et nytt
15 ml sentrifugergr inneholdende 1 ml RIA-buffeg, r@ret ble merket S8, osv). S9 til S1 gav
dermed fglgende konsentrasjoner: 2000, 1000, 58, 125, 62,5, 31,2, 15,6 og 7,8 pg/50 pl.

Dextran coated charcoal solution

Kullgsning blir nyttet for & absorbere frie antiggom ikke er bundet opp til antistoff.
Lasningen ble konstruert ved a lgse 1,0 g aktiltd@ 0,1 g dextran T70 i 100 ml buffer, og
deretter satt til omrgring pa is pa en magnetr@&) i en time. Kullgsningen ble oppbevart i
kigleskap ved %C. Far bruk ble Igsningen rart i minimum 15 minutieed magnetrarer, og
holdt ved 4C ved bruk av is.

RIA

Det ble farst utfart 18 assay fordelt pa 6 assagteroid. Prgvene ble kjgrt pa 3x og 24x

fortynning, ut i fra forventede konsentrasjonerek\assay inneholdt 29 plasmaprgver.
Standardkurven og Total Count (TC; 10 000 cpm)alfBbund (TB; viser maksnivaet

som kan bindes) og Non-Specific Binding (NSB; minimsniva — Ingen antistoff = ingen

konkurranse) ble konstruert etter tabell 4, og stedr natten ved°€ (ekvilibrering, hvor

antistoffets bindingsseter er fullsatt).

Tabell 4. Blandingsforhold i de forskjellige lgsningene bruktunder RIA-analysen. Alle volum er gitt i pl.

Buffer Standard Prgve BH] Antistoff
TC 600 - - 50 -
B 100 - - 50 200
NSB 300 - - 50 -
Std.1-9 50 50 - 50 200
Pragve 1-29 - - 100 50 200

13
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Et volum pa 300 pl av kullgsningen ble tilsatt hver for & binde opp det frie antigenet.
Etter 5 min "hvile” ble Igsningene sentrifugertrtbnutter, 4200 g). Resultatet er en utfelling
av kullet med det frie antigenet, slik at superaateén (med antistoffbundet antigen) kunne
dekanteres over i tellergr. Deretter ble det tilgatml Ultima Gold RX telleveske, som
muliggjer avlesing av radioaktiviteten i lgsningead hjelp av scintilllasjonteller fof-
straling (Tri-Carb 2900TR, Perkin Elmer, lllinois}esultatene fra malingene ble lagt inn i et
rekneark (Excel) og verdier og figurer ble konsttuat fra standardkurven til disse

resultatene.

2.6.2 ANALYSER AV LEVER mRNA FOR LEPTIN Al, A2, LEHN RESEPTOR OG
VITELLOGENIN UTTRYKK

Uttak av vev
1
RNA-isolering
1

DNAse treatment
!
CcDNA syntese

!
Kvantitativ RT-PCR

Figur 2. Flyskjema over hovedsteg i gPCR.

Real-Time Reverse-Transcriptase Quantitative Palgsee Chain Reaction (RT- qPCR)
analyse ble utfgrt for kvantifisering av DNA-seksgen fra lever av leptin Al, leptin A2,
leptin reseptor og vitellogenin. Leverprgve for fik (5 hunn- og 5 hannfisk) fra hver
behandlingsgruppe i forsgk 1, unntatt 1 manglegegfor hunnfisk i testosterongruppen, og
leverprgver for alle individene i forsgk 2 ble arsart. Dette utgjorde totalt 68 praver.

Metoden fungerer ved & benytte et fluorescerende$toff til deteksjon av mengde
gentranskript gjennom en syklisk amplifisering an bestemt gensekvens. Maling av
fluorescens utfgres etter hver syklus, og gkerareakning i genuttrykk (LifeTechnologies,
2012). Syklusen baseres pa 1) denatureringsfasem. gy temperatur (98) splitter
dobbeltradig DNA (dsDNA) til enkeltradig DNA (ssDNA2) amplifiseringsfasen: reduksjon
i temperatur (til 68C) farer til at spesifikke primere og komplimetadraser bindes til

14
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DNAtraden, og 3) ekstensjonsfasen, hvor ny DNABydtetiseres av en DNApolymerase, Se

tabell 6 for oversikt.

RNA ekstraksjon

RNAeasy Plus Universal Mini Kit (Qiagen, Alamedai,GJSA) ble brukt for rensing av
totalt RNA fra leverprgvene. Isolering av RNA bléfant i henhold til RNeasy Plus
Unvisersal Handbook (QIAGEN, 2010).

Omtrent 30-50 mg leverprgve i 2 ml mikrosentrdugy ble homogensiert i 900 ul
QIAzol lysis agent sammen med en 5 mm kule i rriitr§tal ved bruk av Tissuelyser |l
systemet (25Hz, 3 min). Etter homogenisering bleatgt overfort til nye 1,5 ml
mikrosentrifugergar, og tilsetting av 100 ul gDNAirginator Solution reduserte eventuell
kontaminering med genomisk DNA. Tilsetting av 180 kioroform og pafalgende
sentrifugering (15 min, 4C) separerte lgsningen i tre faser; en transpaserg vannfase
inneholdende RNAet, en hvit mellomfase og en neasa organisk fase. Vannfasen (500 ml)
ble hentet ut og blandet med 500 pl 70% etanole mykrosentrifugergr. Overfgring av
lysatet til RNeasy Mini spin columns plassert i 2 appsamingsrgr for filtrering ved
sentrifugering (10 000 rpm, 30 s) med pafglgendming av oppsamlet lysat, ble utfart i 2
omganger (500 pl x2). RNAeasy spin columns bldlskgned 700 og 500 pl av henholdsvis
RWT og RPE buffer (konsentrat tilsatt 70 % ethalel tilsatt, med sentrifugering; 10 000
rom, 30 s). Skylling med 500 pl RPE buffer ble igjidsatt, med pafglgende sentrifugering
(10 000 rpm, 2 min) og fjerning av oppsamlingsveedRBleasy Mini spin columns ble
deretter kjort i sentrifugen (full hastighet, 1 pniior fijerning av eventuelle rester av RPE
bufferen. Avslutningsvis ble RNeasy Mini spin colsnoverfart til 1,5 ml eppendorfrar,
tilsatt 32 pul RNase-fritt vann direkte pa membrarag sentrifugert (1 000 rpm, 1 min) for &
ekstrahere  RNA. RNA-konsentrasjonen ble malt med -20D0 spectrophotometer
(NanoDrof®, Wilmington, Delaware, USA). Nanodrop méler absmrb av bglgelengde til
nukleinsyrekonsentrasjon &) og proteinkonsentrasjon {4y). Dersom Aesd Azso, Var under
optimal renhet (<2,0), ble etanolutfelling brukt f& rense RNAet i praven, i henhold til
protokollen (se vedlegg s 47).

15
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DNAse | behandling for fijerning av genomisk DNA

TURBO Dnase Treatment and Removal Reagents, TURBG\-Bee™ kit (Am1907,
Ambion, Life technologies, CA, USA)le brukt for DNase behandling av RNA, for fjerning
av eventuelt genomisk DNA og divalente kationerNgDi en prave pavirker maltranskriptet

og effektivitet i reaksjonen, og medfgrer ugyldigsultater (LifeTechnologies, 2012).

Ut fra RNA-konsentrasjonen malt med NanoDrop® bé dgdvendige volum av
RNAprgve og vann beregnet for & oppna en konsgmtrapd 8 pg RNA med en
veeskemengde pa til sammen 22 ul, som ble satt oppeieppendorfrar merket med
prevenummer. Mastermix inneholdende 1 pul TURBO D&lAs 0,1 volum 10x TURBO
DNase-buffer ble tilsatt hver prgvelgsning og inkiilpa varmeblokk (37C, 30 min). For &
stoppe reaksjonen etter inkubering, ble 2,5 pl [@Naaktiveringsbuffer tilsatt og blandet i
hver prave. Pafalgende ble pravene inkube?G26 min) med tidvis knipsing pa rarene for
miksing av lgsningen. Ytterligere blanding av pmvdle utfart etter fullfart inkuberingstid,
med pafglgende sentrifugering (10 000 rpm, 2 min}@), for dannelse av "pellet” (DNase
inaktiveringsreagenten) i bunnen av pragvergret. RBifpernantanten) ble hentet ut uten &
gdelegge pelleten, og overfart til nye eppendonfined pafalgende maling av konsentrasjon

ved hjelp av NanoDrop®.

Revers transkripsjon

Revers transkripsjon er en prosess hvor mRNA sgetess til cDNA. En dobbeltradig
sekvens ved 3’enden av mRNAet trengs for at trapsjnen skal starte, og enzymet reverse
transkriptase hjelper til & danne en slik kompliteemnukleotidtrad (ogsa kjent som en RNA-
avhengig DNA polymerase).

iScript™ Advanced cDNA Synthesis Kit for RT-gPCR (Bio-Radboratories,
Hercules, California, USA) ble nyttet for cDNA dgse. Reaksjonsvolumet var 20 pl pr
preve: 4 ul 5x iScript advanced reaction mix, 1li§dript advanced reverse transcriptase og
variable volum av prgven og nukleasefritt vann,eangig av RNA konsentrasjon i prgven,
hvor det ble brukt 1 pg RNA til cDNAsyntesen.

Negative kontroller (NoRT, No Reverse Transkripsjdsie konstruet for & sjekke om
det var genomisk DNA igjen i praven, som i sa Véle gi et resultat i gPCR. Mastermix (nr
2) innneholdt 5 pl 5x iScript advanced reaction nog variable volum av prgven og
nukleasefritt vann, til sammen 20 pl. Det ble kamstt NORT for omtrent hver 5 progve

(prove 2, 7, osv).
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Alle prgver ble inkubert i thermal cycler (2720; fied Biosystems, Forster City,
California, USA), 12 rgr pr omgang (10 prgver + DRY), med syklusen: Revers
transkripsjon: 30 min ved 42 og fglgende RT inaktivering: 5 min ved 8&5. Etter endt
inkubering ble prgvene fortynnet5x til 100 pl ogriet pa —28C frem til gPCR- analysene ble
kjart.

Kvantitativ analyse av genuttrykk

Tabell 5. Gensymbol, assay navn, primersekvens oggauktlengde for genene brukt i RT-gPCR. Access numeret
til genene i GenBank er ogsa vist.

Gen Assay Forward primer Reverse primer Produkt- Acc. Bedrift
Symbol navn lengde nr
LepAl Leptin TCC TAG ACT GGG CAG ACCT GCC TGG GCA GCG TGA TAT 91 Jo61 Primer-design
Al 5967 (Southampton,
2 UK)
LepA2 Leptin TGG CAC TAA ACA GAC TCA AGG CTC AGT GAT GAT CTATGT CAGTAAC 102 AB49 Primer-design
A2 0667 (Southampton,
A UK)
LepR Leptin CTT TGC TCG GGA GTCAGG A CCT GTG CTT TGA GTG GAC TG 129 Primer-design
resept (Southampton,
or UK)
VTG1 Vitello ATG ACA GGG AGT CCA AAT GC TAT CTG CTC CAC CACAGC AC 243 X928 (Tingaud-
genin 04 Sequeira et al.,
2012)
EFla Elongat  AGG CAT TGA CAA GAG AAC CATT TGATACCACGCTCCCTCTC 119 AF49 Primer-design
ion 8320 (Southampton,
Factor 1 UK)

SsoAdvancel Universal SYBR Green Supermix (Bio-Rad, CA, USA) ble brukt, som
inneholder DNA-bindende farge, med evne til & bitidethvert dobbeltradig DNA-molekyl.
No Template (cDNA) Control (NTC) ble brukt for arkeollere at primere, vann eller SYBR
green Mix ikke var kontaminert med cDNA eller DNBlongation Factor d ble valgt som
referansegen for relativ kvantifisering, grunnessipee erfaringer fra forskningsgruppens
arbeid med rgye. Valget av primere ble ogsa baseidrskningsgruppens positive erfaringer.
Hard-Shelf Low Profile Thin Wall 96-well Skrited PCR PlateBi¢-Rad, CA, USA)
ble nyttet for amplifisering med qPCR. Reaksjonauwét i hver brgnn var 20 pl, med en
konsentrasjon pa 40 pg cDNA. Volum av SYBR-green mgner mix (250nM) var
henholdsvis 10 og 1 pl, mens volum av cDNA var fglvann 5 ul. Platen ble forseglet,
sentrifugert i 20 sekunder og kjgrt med CFX96 Rieale PCR Detection system (Bio-Rad,
CA, USA) og programvaren CFX Manager 3.0 (Bio-Rad, USA). Programmet for PCR er

beskrevet i tabell 6.
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Tabell 6. RT-PCR program med smeltekurve

Steg Temperatur (C) Varighet Antall sykler
50 10 minutter
Denaturering 95 5 minutter Hold
Denaturering 95 10 sekunder 40
Amplifisering og ekstensjon 60 30 sekunder 40
Smeltekurve 95 10 sekunder
65 0,05 sekunder
95 0,5 sekunder

Smeltekurve brukes for a validere at primerene dsndpesifikt, og ikke danner "primer-
dimers”, hvor to PCR-primere bindes til hverandstedet for malet, eller forsterker et ikke-
spesifikt produkt. Smeltekurven viser endringeludfesens som observeres nar dobbeltradig
DNA (dsDNA) dissosierer ("smelter”) til enkelttraggdiDNA (ssDNA) etter hvert som
temperaturen i reaksjonen gkes (LifeTechnologigsl2p @kt temperatur ved bruk av
SYBR® Green bundet til dsDNA farer til deteksjon av ed beduksjon i fluorescens idet

smeltepunktet (§) nds, grunnet dissosiasjon av DNA-tradene og falgeutslipp av fargen.

2.7 DATABEHANDLING OG STATISTIKK

Statistiske analyser ble utfert ved hjelp av prograren R (RCoreTeam, 2014) og
konstruksjon av figurer ble utfart ved hjelp av EX2007.

Den ikke-parametriske testen Mann-Whitney-Wilcoxble nyttet for testing av
signifikans i datasettene, ettersom antall prgvar lavt og visuell inspeksjon av
datamaterialet tydelig viste at det ikke var emmalfordeling. Et signifikansniva hvor P<0,05

ble ansett som akseptabelt.

For plasmaverdier av de ulike kjgnnssteroidene rsdk 1 ble prgver tatt for
behandling ble de statistiske analyser kjgrt maiig test hvor steroidebehandlede grupper
ble kjgrt opp mot kontrollgruppen enkeltvis. PrgWer steroidebehandlede grupper tatt ved
forsgksslutt ble kjgrt med en ensidig test mot kalgruppen, da injeksjon av
kjgnnssteroidene forventes a gi en gkt plasmakdresgon. Statistisk analyse av en gruppe
far og etter behandling ble utfart med ensidigeptast.
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| forsgk 2 ble det nyttet tosidige tester for apseforskjeller i plasmaverdier av de
ulike kjgnnssteroidene og de ulike genuttrykkenever, hvor gruppene ble kjart opp mot
hverandre enkeltvis.

Grunnet budsjettbegrensninger i prosjektet ble yaeal pa genetisk uttrykk i lever
utfart pa 5 individ av hvert kjgnn i hver grupp®iisgk 1, utgjgrende 40 av de 68 individene
injisert. Ved bearbeiding av plasmakonsentrasjaitater ble det derfor brukt de samme
individ som analysert for genuttrykk, slik at ateal fisk fremstilt i resultater av
plasmakonsentrasjon ogsa er 40. Dette ble gjoraféd et mest mulig helhetlig bilde av
sammenheng mellom plasmakonsentrasjonen av kjemoskdr og det genetiske uttrykket i
lever.

Tukey-boxplot konstruert i R ble brukt for presesppé av data, etter som verdiene
ikke var normalfordelte. | boxplotet viser rektalege deninterkvartile rekkevidder{lQR),
som gar fra den farste kvartilen (25 prosentileh),@ia den andre kvartilen (50 prosentilen -
medianen Q?2) til den tredje kvartil (75 prosentjl@3). De ytre strekenavhisker$ markerer
minimums- og maksimumsverdier. Verdier utenfor dahger IQR fra den fgrste kvartilen er
vist som “uteliggere”, markert med en rund sirkehder eller over strekene. Alle
gjennomsnittsverdier er angitt som medianverdierdiene for genuttrykk er normalisert mot
EFla.
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3. RESULTATER

3.1 FORSJK 1 — INJEKSJON AV KIONNSSTEROIDER

3.1.1 KONDISJONSFAKTOR

Det var en gjennomgaende tendens til gkt kondifjtsr grunnet gkt vekt i alle
behandlingsgrupper gjennom forsgksperioden (fril 15. mars), men endringene var ikke
signifikante (Fig. 3). Gjennomsnittlig vekt (medjapkte fra 1124 til 1252 g hos hannfisk og
fra 1080 til 1236 g hos hunnfisk i kontroll-gruppdra 1085 til 1218 g hos hannfisk og fra
993 til 1139 g hos hunnfisk i T-gruppen, fra 11if9414 g hos hannfisk og fra 1107 til 1165
g hos hunnfisk i 11KT-gruppen og fra 1114 til 12phos hannfisk og fra 930 til 1057 g hos
hunnfisk 1 B-gruppen. Gjennomsnittlig lengde hos begge kjgafleé behandlingsgrupper
varierte fra 45 til 48 cm.
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Figur 3. Endring i kondisjonsfaktor i behandlingsgruppene av hann-og hunnrgye, fo

gruppene implantert med propylenglykol (kontroll, a og b), testosteron (T, ¢ Og d), 11
ketotestosteron (11KT, e og f) og Brestradiol (E;, g og h). Boxplot viser medianverdier, 50¢

persentiler, vaerhar for verdier<1,5 IQR og sirkler for gvrige uteliggere. Medianverdiene ¢

basert pd henholdsvis 5 hann-og hunnfisk i hver behandlingsgruppe, unntatt hunnisk

behandlet med T, hvor n=4. Statistiske forskjeller i plasmakonsentrasjon mellor

kontrollgruppen og behandlingsgruppene er vist medsterisker over klammetegn (*; X0,05

**, P<0,01).
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3.1.2 PLASMAKONSENTRASJONER AV KIGNNSSTEROIDER

Behandlingsgruppe testosteron

Hannfisk injisert med T viste signifikant (P<0,d%yere plasmaniva av T etter injeksjon (7,5
ng/ml) sammenlignet med nivaer far injeksjon (1@mm: Fig. 4a). Det ble ogsa pavist
signifikant (P<0,01) hgyere plasmanivd av T hok figisert med T, sammenlignet med
kontrollgruppen far (1,8 ng/ml) og etter (3,1 ng/imjeksjon av propylenglykol.

Hunnfisk behandlet med T viste ogsa etter signifik#<0,01) hgyere plasmaniva av T etter
injisering (44,7 ng/ml) sammenlignet med kontraligpen far (2,6 ng/ml) og etter (2,7 ng/ml)
injeksjon av propylenglykol (Fig. 4b). Det ble oggavist signifikante (P<0,05) forskjeller
mellom de to behandlingsgruppene far injeksjon,riplasmanivaet av T i kontrollgruppen

var 0,9 ng/ml hgyere enn i gruppen behandlet med T.

Behandlingsgruppe 11-ketotestosteron

Hannfisk behandlet med 11KT hadde et signifikanteng plasmaniva av 11KT (13,6 ng/ml)
enn kontrollgruppen far (1,3 ng/ml; P<0,01) og rti@eksjon (3,7 ng/ml; P<0,05) av
propylenglykol (Fig. 4 c). Det var ogsa en sigrafik gkning av plasmaniva av 11KT hos
hannfisk etter 11KT-implantering sammenlignet madhsie gruppe far implantering (2,7
ng/ml; P<0,05).

Hunnfisk behandlet med 11KT viste ogsa signifikamtyere niva av 11KT i plasma (11,3
ng/ml) sammenlignet med kontrollgruppen far (1,0nmg P<0,01) og etter (1,2 ng/ml;

P<0,01) injeksjon av propylenglykol (Fig. 4d). Detr ogsa en signifikant forskjell av 11KT i
plasma hos 11KT gruppen fgr behandling (1,0 ngl/og)etter behandling (11,3 ng/ml;
P<0,05). Hunnfisk i 11KT-gruppen hadde ogsa et iigmt lavere niva av 11KT far

injeksjon sammenlignet med kontrollgruppen ettgeksjon av propylengykol (1,2ng/ml,

P<0,01).

Behandlingsgruppe Pfastradiol

Det var et signifikant hgyere plasmaniva avhBs hannfisk etter injeksjon ay B7,8 ng/ml)
sammenlignet med kontrollgruppen fer (0,5 ng/ml) eer (0,6 ng/ml) injeksjon av
propylenglykol (P<0,01; Fig. 4e). Hannfisk i gruppen hadde ogsa et signifikant hgyere niva
av E far injeksjon (1,1 ng/ml) enn kontrollgruppen fejeksjon av propylenglykol (P<0,05).
Hunnfisk behandlet med,/iste et signifikant hgyere plasmaniva aveter injeksjon (53,1
ng/ml) enn far (2,3 ng/ml; P<0,05), og sammenligned hunnfisk i kontrollgruppen far (1,6
ng/ml) og etter (2,1 ng/ml) injeksjon av propyleyigl (P<0,01; Fig. 4f).
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Figur 4. Endring i plasmakonsentrasjoner av steroidehos hann- og hunnrgye gitt intramuskuleere injekspner av
testosteron (T, a og b), 11-ketotestosteron (11KT,og d) eller 1'B-gstradiol (E,, e og f). Kontrollfisk (injisert med kun
propylenglycol) er angitt som "Kontroll" i figurene. Boxplot viser medianverdier, 50% perseriter, veerhar for verdier
< 1,5 IQR og sirkler for gvrige uteliggere. Medianerdiene er basert pa henholdsvis 5 hann- og 5 hurisk i hver
behandlingsgruppe, unntatt hunnfisk behandlet med Thvor n = 4. Statistiske forskjeller i plasmakonsetrasjon
mellom kontrollgruppen og behandlingsgruppene er \dt med asterisker over klammetegn (*; R0,05, **; P<0,01).
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3.1.3 GENUTTRYKK | LEVER

Leptin A1 mRNA

Hannfisk i gruppen injisert med,¥tiste et signifikant hgyere uttrykk dvepAli lever etter
injisering (51,1) sammenlignet med kontrollgruppemnisert med propylenglykol (0,6;
P<0,01;Fig. 5). Det var stor variasjon i uttrykk hos haekfi E; gruppen, hvor laveste verdi
var 6,2 og hgyeste var 217,3. LetepAluttrykkene hos hannfisk behandlet med T og 11KT
var i likhet med kontrollgruppen lave, med mediani@r pa henholdsvis 0,8 og 0,6.

Det ble ogsa pavist et signifikant hgyere uttrykk L&&pAl hos hunnfisk injisert med -E
(102,3) sammenlignet med hunnfisk i kontrollgruppéP<0,01). Ogsa hos hunnfisk
implantert med Evar det stor variasjon i uttrykket avepAl med laveste verdi pa 39,9 og
hayeste pa 302,9. Verdier for ledsgpAlhos hunnfisk behandlet med T og 11KT var ogsa
lave; henholdsvis 5,5 og 6,8.
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Figur 5. Normalisert uttrykk av leptin AL mRNA (LepA 1) i lever hos hann-og hunnrgye gitt intramuskuleere
injeksjoner av henholdsvis propylenglykol (kontroll), testosteron (T), 11-ketotestosteron (11KT) eller7B-gstradiol
(E2). Boxplot viser medianverdier, 50% persentiler, gerhar for verdier < 1,5 IQR og sirkler for gvrige uteliggere.
Medianverdiene er basert pa henholdsvis 5 hann- dghunnfisk i hver behandlingsgruppe, unntatt hunnfsk
behandlet med T, hvor n = 4. Statistiske forskjellef plasmakonsentrasjon mellom kontrollgruppen og
behandlingsgruppene er vist med asterisker over klametegn (**; P<0,01).
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Leptin A2 mRNA

Det ble ikke pavist signifikante forskjeller i lew#trykk av LepA2 mellom
behandlingsgrupper og kontrollgruppen (Fig. 6),deq var lave verdier i de fire gruppene
(Kontroll: 0,4; T: 0,4; 11KT: 0,5; E 0,8). Det var stgrre variasjon i uttrykk BepA2i lever
hos hannfisk i Egruppen (hgyeste verdi pa 6,5) enn i de andrerutingsgruppene.

Hunnfisk behandlet med,Eviste imidlertid et signifikant hgyere uttrykk dxepA2i lever
(5,6) enn kontrollgruppen (0,7; P<0,01). Ogsa famrifisk i & gruppne var det stor variasjon
i leveruttrykk avLepA2 som varierte mellom 42,8. Genuttrykk &epA2 hos hunnfisk
behandlet med T og 11KT var i liket med kontrollgpen lave, med verdier pa henholdsvis
0,8 09 0,7.
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Figur 6. Normalisert uttrykk av leptin A2 mRNA ( LepA2) i lever hos anadrom hanneg hunnrgye gitt intramuskulaere
injeksjoner av henholdsvis propylenglykol (kontroll), testosteron (T), 11-ketotestosteron (11KT) eller7B-gstradiol
(E2). Boxplot viser medianverdier, 50% persentiler, gerhér for verdier < 1,5 IQR og sirkler for gvrige uteliggere.
Medianverdiene er basert pa henholdsvis 5 hann- dghunnfisk i hver behandlingsgruppe, unntatt hunnfsk
behandlet med T, hvor n = 4. Statistiske forskjeller plasmakonsentrasjon mellom kontrollgruppen og
behandlingsgruppene er vist med asterisker over klametegn (**; P<0,01).
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Leptin reseptor mRNA
Det ble ikke funnet signifikante forskjeller i geatrykk av leptin reseptor i lever mellom
behandlingsgruppene og kontrollgruppen for hveitkem- eller hunnfisk (Fig. 7).
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Figur 7. Normalisert uttrykk av leptin reseptor mMRNA (LepR) i lever hos anadrom hann-og hunnrgye gitt
intramuskuleere injeksjoner av henholdsvis propylendykol (kontroll), testosteron (T), 11-ketotestostera (11KT)
eller 17p-gstradiol (E2). Boxplot viser medianverdier, 50% pesentiler, veerhar for verdier < 1,5 IQR og sirkler for
gvrige uteliggere. Medianverdiene er basert pa hemtidsvis 5 hann- og 5 hunnfisk i hver behandlingsgmpe,
unntatt hunnfisk behandlet med T, hvor n = 4.

26



RESULTATER

Vitellogenin mRNA

Det ble pavist et signifikant hayere genuttrykk\é&g i lever hos hannfisk behandlet megl E
(53066,2) enn hannfisk i kontrollgruppen (4,1; F40,Fig. 8). Det var ogsa forskjeller
mellom kontrollgruppen og de andre behandlingsgeapp hvor T-gruppen (0,1) og 11KT-
gruppen (0,6) hadde et signifikant lavere uttrykkvétellogenin enn kontrollgruppen (4,1;
P<0,05).

Hunnfisk behandlet med,E120550,9) hadde et signifikant hgyere genuttry&k Vtg enn
hunnfisk i kontrollgruppen (1768; P<0,01). Storiggjon i uttrykk ble observert i gruppen
behandlet med T, med laveste verdi 3294, mediaf 645hayeste verdi 110850.

Hannfisk Hunnfisk

E

150000 200000
150000 200000

Genuttrykk Ytg
100000
!
-

-
Genuttrykk Vig
100000
|

50000
l
50000
|

0
L

0
|

Kantroll T 11KT E2 Kontroll T 11KT E2

Behandlingsgrupper Behandlingsgrupper

Figur 8. Normalisert uttrykk av vitellogenin mRNA (VTG) i lever hos anadrom hann-og hunnrgye gitt
intramuskuleere injeksjoner av henholdsvis propylendykol (kontroll), testosteron (T), 11ketotestosteron (11KT) elle
17B-gstradiol (E2). Boxplot viser medianverdier, 50% pesentiler, vaerhar for verdier < 1,5 IQR og sirkler for gvrige
uteliggere. Medianverdiene er basert pa henholdsvs hann- og 5 hunnfisk i hver behandlingsgruppe, umtatt
hunnfisk behandlet med T, hvor n = 4. Statistiske fiskjeller i plasmakonsentrasjon mellom kontrollgruppen og
behandlingsgruppene er vist med asterisker over klametegn (*;P<0,05, **; P<0,01).(-) indikerer nedregulert
uttrykk sammenlignet med kontrollgruppen.
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3.2 FORS@K 2 — NATURLIG REPRODUKSJONSUTVIKLING

3.2.1 KONDISJONSFAKTOR

Det ble ikke pavist signifikante forskjeller i kasgbnsfaktor mellom de tre gruppene hos
hann- eller hunnfisken (Fig. 9). Kondisjonsfaktoreior hannfisken ved de to
uttakstidspunktene var hgy, med verdier pa 1,41 uiwaket i juni, 1,44 for hannfisk
karakterisert som umodne i august, og 1,48 for fiskakarakterisert som modnende i august.
Vekt og lengde var hgyest hos modnende hannfislgust (henholdsvis 834 g og 40 cm),
mens umodne hannfisk i august hadde en vekt pag72@ lengde pa 37 cm. Tilsvarende
verdier for hannfisk tatt ut i juni var 712 g og &n.

Hunnfisk i juni hadde lavest kondisjonsfaktor (1),3ftilgt av modnende hunnfisk i august
(1,39), mens umodne hunnfisk i august hadde hay@stlisjonsfaktor (1,46). Modnende
hunnfisk i august hadde hgyest vekt og lengde medianverdier pa 834 g og 39,5 cm, fulgt
av hunnfisk tatt ut i juni med 718 g og 37 cm, mavest medianverdi for vekt og lengde hos

umodne individer i august var 640 g og 36 cm.
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Figur 9. Forskjell i kondisjonsfaktor hos rgye holdt under raturlig lysforhold, med uttak i juni og august. Boxdot
viser medianverdier, 50% persentiler, veerhar for vedier<1,5 IQR og sirkler for gvrige uteliggere. (n)er antall
individ i hver gruppe.
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3.2.2 GONADOSOMATISK INDEKS

Det ble funnet signifikante forskjeller i GSI hoarimfisk i de tre gruppene. GSI hos hannfisk i
juni og modnende hannfisk i august (henholdsvis¥a3,6g 4,7%) var ikke signifikant
forskjellig (Fig. 10), mens umoden hannfisk i aughadde signifikant lavere GSI enn de
andre gruppene (P<0,05).

Det ble pavist signifikant hgyere GSI for modnehdanfisk i august (8,15 %) sammenlignet
bade med hunnfisk tatt ut i juni (1,44%) og umodfe35%) hunnfisk tatt ut i august
(P<0,01).
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Figur 10. Forskjell i gonadosomatisk indeks (GSI) bs hann- og hunnrgye holdt ved naturlig lysforholdmed uttak i
juni og august. Boxplot viser medianverdier, 50% pesentiler, veerhar for verdier<1,5 IQR og sirkler for gvrige
uteliggere. (n) er antall individ i hver gruppe. Satistiske forskjeller i plasmakonsentrasjon mellomkontrollgruppen
og behandlingsgruppene er gitt med asterisker ovddammetegn (**;P<0,01).
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3.2.3 PLASMAKONSENTRASJONER KIGNNSHORMONER

Plasmanivaer av kjgnnssteroider hos bade hannumgfisk i juni og august er vist i figur 11.

Plasmanivd av T var signifikant hgyere hos modnehdenfisk i august (46,3 ng/ml)
sammenlignet med hannfisk i juni (9,9 ng/ml; P<(,08annfisk i juni hadde ogsa et
signifikant hgyere plasmaniva av @hn umodne hannfisk i august (medianverdi 2,75 hg/m
P < 0,05). Det kunne ikke pavises signifikante Kgker i plasmaniva av T mellom umodne
og modnende hanner (pa grunn av det lavde antatlatider i hver gruppe; umodne n=3,

modnende n=4), selv om det var en apenbar forgkjellom gruppene.

Blant hunnfisk ble det pavist et signifikant hgy@asmaniva av T hos modnende
hunner i august (49,9 ng/ml) sammenlignet med aaafisk i juni (6,5 ng/ml) og umodne
hunnfisk i august (2,8 ng/ml) iaugust (P < 0,Big. 11b).

Det ble pavist et signifikant hgyere plasmaniva &KT hos modnende hannfisk (51,5

ng/ml) i august sammenlignet med hannfisk i jund,2lng/ml; P<0,01; Fig. 11c). Hos
umodne hannfisk i august var det bare to indivisem hadde detekterbare niva av 11KT
(henholdsvis 7 og 5 ng/ml), mens tre fisk haddeéinimder deteksjonsgrensen (0,2 ng/ml).
Lav n farte til at det ikke lot seg gjgre & kjgtatistikk med denne gruppen, som hadde et
tydelig lavere plasmaniva enn fisk tatt ut i jugi modnende fisk i august.
Hos hunnfisk var det et signifikant hgyere nivald¥K i plasma hos modnende i august (4,7
ng/ml) sammenlignet med hunnfisk i juni (1,5 ng/idl< 0,01) og umodne hunnfisk i august
(2 ng/ml).

Det ble ikke funnet signifikante forskjeller i plaanivaer av Ehos hannfisk.

Modnende hunnfisk i august (42,4 ng/ml) viste digante hgyere plasmanivaer aw E
sammenlignet med hunnfisk i juni (13,9 ng /ml; B,81) og umodne hunnfisk i august (5,6;
P < 0,05; Fig. 11f).
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Figur 11. Plasmakonsentrasjon av (a,b) testosteron (T), (c,d)l-ketotestosteron (11KT) og (e,f) Jprastradiol (E2) hos
hann- og hunnrgye holdt ved naturlig lysforhold og5°C, med uttak i juni og august. Boxplot viser medianerdier,

50% persentiler, veerhar for verdier<1,5 IQR og sirker for gvrige uteliggere. (n) er antall individ i hver gruppe.
Statistiske forskjeller i plasmakonsentrasjon mellon gruppene er gitt med asterisker over klammetegr*(P <0,05,

**P <0,01).



RESULTATER

3.2.4 GENUTTRYKK | LEVER

Leptin A1 mRNA

Det ble pavist et signifikant hayere uttrykk lb@pA1li lever (Fig. 12) hos modnende hannfisk
i august (7,32) sammenlignet med umodne hannfaligust (0,8; P<0,05), men ikke mellom
hannfisk tatt ut i juni og de to gruppene tatt atigust. Modnende hannfisk i august viste stor
individuell variasjon i uttrykket alepAli lever, med verdier fra 2,5 til 35,4.

Hunnfisk viste sma forskjeller i genuttrykk &epAli lever, med medianverdier i juni pa 2,5
0g 0,9 og 1,5 hos henholdsvis og umodne modneskie diugust.
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Figur 12. Normalisert uttrykk av leptin A1 mRNA (LepA1l) i lever hos hann-og hunnrgye holdt ved naturlig
lysforhold, med uttak i juni og august. Boxplot vise medianverdier, 50% persentiler, veerhar for verdier<1,5 IQR og
sirkler for gvrige uteliggere. (n) er antall individ i hver gruppe. Statistiske forskjeller i plasmakamsentrasjon mellom
kontrollgruppen og behandlingsgruppene er gitt medasterisker over klammetegn (*;%0,05).
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Leptin A2 mRNA

Det ble pavist et signifikant hagyere uttrykk &epA2i lever hos hannfisk i juni (0,7)

sammnelignet med modnende hanner i august (0,1,0B8x0nen ikke mellom umodne og
modne hanner i august (Fig. 12).

Det ble ikke funnet forskjeller i genuttrykk faepA2i lever hos hunnfisk mellom noen av
gruppene. Medianverdier for hunnfisk i de tre gempp var 0,7 i juni, 0,5 hos umodne i
august og 0,8 hos modnende hunnfisk i august.
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Figur 13. Normalisert uttrykk av leptin A2 mRNA (LepA2) i lever hos hann-og hunnrgye holdt ved naturlig
lysforhold, med uttak i juni og august. Boxplot vise medianverdier, 50% persentiler, veerhar for verdier<1,5 IQR og
sirkler for gvrige uteliggere. (n) er antall individ i hver gruppe. Statistiske forskjeller i plasmakamsentrasjon mellom
kontrollgruppen og behandlingsgruppene er gitt medasterisker over klammetegn (*;0,05).
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Leptin reseptor mRNA

Hannfisk viste ingen signifikante forskjeller i getrykk av LepRi lever mellom de tre
gruppene (Fig. 14).

Det ble pavist et signifikant hayere genuttrykk laapRi lever hos hunnfisk i juni (0,3)
sammenlignet med modnende hunnfisk i august (0,%; ®05; ogsa uten uteligger i juni;
P<0,05), mens den umodne hunnfisken tatt ut i augadde en intermediger verdi som ikke
var forskjellig fra de to andre gruppene.
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Figur 14. Normalisert uttrykk av leptin reseptor mRNA (LepR) i lever hos hann-og hunnrgye holdt ved naturlig
lysforhold, med uttak i juni og august. Boxplot vise medianverdier, 50% persentiler, vaerhar for verdier<1,5 IQR og
sirkler for gvrige uteliggere. (n) er antall individ i hver gruppe. Statistiske forskjeller i plasmakamsentrasjon mellom
kontrollgruppen og behandlingsgruppene er gitt medasterisker over klammetegn (*;%0,05).
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Vitellogenin mRNA
Genuttrykk awtgi lever var lavt hos alle hannfisk, med medianiarga 0,1 for fisk tatt ut i

juni og umodne fisk i august, og 3,3 for modnendertiisk i august (Fig. 15).

Det ble pavist et signifikant hgyere uttrykk ¥tg hos modnende hunnfisk i august (98371)
sammenlignet med umodne hunnfisk i august (163%®,001). Det var en stor variasjon i
uttrykk hos de modnende hunnfiskene med verdieB602 til 138529. Hunnfisk i juni viste
ogsa variasjon i uttrykk avtg, med en medianverdi pa 1217, og verdier fra 4| 1467505.
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Figur 15. Normalisert uttrykk av vitellogenin mRNA (Vtg) i lever hos hann-og hunnrgye holdt ved naturlig
lysforhold, med uttak i juni og august. Boxplot vise medianverdier, 50% persentiler, veerhar for verdier<1,5 IQR og
sirkler for gvrige uteliggere. (n) er antall individ i hver gruppe. Statistiske forskjeller i plasmakamsentrasjon mellom
kontrollgruppen og behandlingsgruppene er gitt medasterisker over klammetegn (**;P<0,01).
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4. DISKUSJON

Tidligere undersgkelser med rgye har vist at ukieykav leptin i lever er lavt om vinteren og
varen, etterfulgt av en gkning i uttrykk sommerhagst (Frailand et al., 2010). Dette ble satt i
sammenheng med endringer i fettstatus, fra lavdieregjennom vinter og var etterfulgt av en
gkning i mengde fettvev utover sommeren. Tross kgduaer i fettvev om hgsten forble
imidlertid leptinuttrykket hgyt, og det ble antait dette skyldtes at alle fisk i forsgket
kignnsmodnet (Frgilanet al, 2010). Denne konklusjonen ble styrket da detsesiere forsgk
med rgye ikke ble funnet et gkt uttrykk av leptimshkke-modnende fisk (Frgilanet al,
2012).

Studier av leptins rolle under kjgnnsmodning hat té¢ antakelser om en mulig
direkte rolle av kjgnnssteroider pa produksjonenlemntin hos teleoster (Nagasaka al,
2006, Trombley og Schmitz, 2013, Clatial, 2014).

Hensikten med dette prosjektet var a se pa evdataffekter av kjgnnssteroider pa
det genetiske uttrykkene av to paraloger av lefit@pAlogLepA?, LepRogVigi lever hos
begge kjgnn av rgya. Det ble giennomfgart to forisgdnne sammenheng; et injeksjonsforsgk
medin vivo implantering av kjgnnssteroidene T, 11KT oguienfor reproduksjonssesongen
nar den naturlige produksjonen av kjgnnssteroidée(vinterstid), samt et forsgk med raye
som gjennomgar naturlige endringer i plasmaniva kjgnnssteroider knyttet il
reproduksjonsutviklingen (sommer og hgst). Sa lgemkjenner til er dette farste gang det er
gjort undersgkelser pa direkte effektar yivo stimulering) av kjgnnssteroider pa genetisk

uttrykk av leptin og en leptinreseptor i lever hasnfisk.

4.1 INJEKSJON AV KIGNNSSTEROIDER

Fer implanteringsforsgket ble satt i gang ble detmpmfart et innledende pilotforsgk for &
finne hvilke doser som skulle benyttes for & opjysiologiske plasmaniva av steroider
(Mayeret al, 1992, Frantzeet al, 1997, Tveiteret al, 1998), samt hvor lenge behandlingen
skulle paga for & oppna klare genuttrykk av dediakt som skulle undersgkes. Basert pa

resultatene fra pilotforsgket (Fig. 3-5, s 48-4@dlegg) ble det besluttet & bruke en dose pa 1
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mg/kg kroppsvekt for alle steroider og en behamydiil pa 14 dager med reimplantering av

steroider en uke etter oppstart.

Det ble pavist signifikante effekter ay Ba genuttrykkene av badepAl(Fig. 5) ogLepA2
(Fig. 6) hos begge kjgnn, med unntak av hannkjasrnddt ble malt et ikke-signifikant men
forhgyet niva al.epA2 For de andre steroidene (T og 11KT) var det ing@tbar effekt pa
uttrykkene av de to leptin-paralogene hos noen janriene. Det ble ikke funnet noen
behandlingseffekter pa uttrykket &epRhos verken hann- eller hunnfisk (Fig. 7), noe som

indikerer at en eventuell parakrin rolle av leptiaver ikke er assosiert med endringeepR

Etter min kjennskap er det ikke utfart forsgk méetkte fokus pa uttrykk alepRi
lever i sammenheng med reproduksjonsutviklingen besfisk. Hos pattedyr er det
imidlertid funnetLepRi celler i hele HPG-aksen (Mosche$ al, 2002), og arbeid med
juvenil atlantisk laks har avdekket et hgyt uttrgidd epRi gonader hos umodne hannfisk. At
Trombley og Schmitz (2013) fant at leveruttrykk laepAl gkte hos modnende hannparr av
atlantisk laks, uten at plasmanivaet av leptin dkte de samme individene, statter antagelsen

om en parakrin rolle av leptin i lever i forbindelsied kjgnnsmodning hos beinfisk.

E, gav en klar effekt pa genuttrykk &g hos hann- og hunnfisk (figur 8). Behandling
med T pa hunnfisk gav en svak, men ikke signifikeffekt, mens behandling med T og 11KT
pa hannfisk farte til en tydelig nedregulering\ég i lever. Det er tidligere vist at hannfisk og
umodne hunner har evnen til & produs¥tg gjennom administrering av,HPatifio og
Sullivan, 2002). Dette er ogsa vist hos hannrgyar éntraperitonal behandling med E
(Johnsenet al, 1999), noe som viser at hannfisk harr&eptorer men ingen evne til a

produsere endogent.E

Dette forsgket har vist hvordan administrasjon gnkssteroidet Estimulerer til gkt
genuttrykk av leptin og vitellogenin i lever hosyeg Denne effekten kan sees i sammenheng
med tidligere studier med den semelpare laksefiskgn Plecoglussous altivells hvor
plasmaniva av leptin ble funnet & korrelere medsminivd av E under og etter
kignnsmodning (Nagasala al, 2006). Dette tyder pa ab Ean stimulere bade uttrykket av
leptin i lever og frigjaring av leptin i plasma hbeinfisk, og at leptin inngar i regulering av
reproduksjonsutviklingen hos beinfisk. Denne rollean ogsa veere delvis knyttet til
produksjon av vitellogenin i lever, eventuelt vadeptin stimulerer til gkt mobilisering av

fett og glukose, som vist i forbindelse med langysult hos rgye (Frgiland et al., 2012).
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Observasjonen av et hgyere uttrykk aepAl hos modnende hannparr under
spermatogensen ble antatt som en mulig effekt anrigsteroider, med henvisning til
Nagasakeet al. (2006) og deres observasjon avdém stimulant av plasmaleptin (Trombley
og Schmitz, 2013). Administrering med androgenewr gmidlertid ingen endring i
leptinproduksjonen i lever hos rgya under dettedket. Dette kan skyldes forsgkets korte
varighet sammenlignet med en den naturlige modphogsesen, og en kan anta at en lengre
behandlingstid kunne resultert i et oppregulerylit. Dette stgttes av Trombley al. (2014)
sin funn av en gkning i genuttrykket av badgAlog LepA2i lever hos modnende hannparr
av atlantisk laks fra midt-spermatogenesen, medsnate toppnivaer under sluttmodning.
Studier har i midlertid ogsa pavist en inhiberemdfekt av T pa leptinproduksjon, hvor
Mustonenet al. (2002) fant et inverst forhold mellom plasmakorsesjonene av T og leptin
hos lake. Dette inverse forholdet er ogsa obseh@stmenn, hvor testosteronbehandling har
redusert forhgyede plasmanivaer av leptin hos hypadale menn (Behret al, 1997,
Jockenhdveet al, 1997). Det er derfor uklart hvorvidt androgeper sehar en direkte effekt
pa leptin i lever hos beinfisk, og hvorvidt det atsspesifikke forskjeller i leptins rolle i
kjgnnsmodning hos hannfisk.

Forhgyede nivaer av T om varen hos modnende |aksefi antatt & ha en anabolsk
virkning ved a stimulere til hgyere appetitt og kexe vekst i en tidlig fase av
reproduksjonsutviklingen (Tveiteat al, 1998). En slik effekt ble imidlertid ikke pavist
dette forsgket, ettersom endringene i kondisjorikaralle grupper inkludert kontrollgruppen
(Fig. 3). Dette kan skyldes det korte tidsrommesdixet ble utfart pa, sammenlignet med
andre undersgkelser der den anabolske effektebseneert over en periode pa tre maneder
om varen (Tveitert al, 1998). @kningen i kondisjon (vekt) som ble obsetrvalle grupper i
dette forsgket er mest sannsynlig en falge av @turlige overgangen fra frivillig anoreksi
og negativ energibalanse til gkt appetitt og vekst aren/sommeren (Tveitet al, 1998).

Hva som trigger denne overgangen er imidlertid ikjest.

4.2 NATURLIG REPRODUKSJONSUTVIKLING

Modnende hannfisk i august viste et klart hgyergkittav LepAli lever sammnenlignet med
hannfisk i de andre modningsgruppene (Fig. 12)tebsamsvarer med de funn som ble gjort
pa modnende hanparr (Trombley og Schmitz, 2013pppyeguleringen akepAlog LepA2
hos modnende hannparr under senere stadier av apgenesen og endelig modning

(Trombley et al, 2014), som antyder en rolle for leptin under mogsprosessen hos
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beinfisk. Mangel pa forskjeller i kondisjonsfaki@ig. 9) hos de ulike modningsgruppene er
ogsa med a statte antakelsen leptins hovedvirkikg ér pa energimetabolismen, men heller

spiller en rolle under modningsprosessen.

Genuttrykk avLepA2i lever ble observert hgyere hos hannfisk i jummseenlignet med de
andre modningsgruppene (Fig. 13), og star i kontoppreguleringen av hepatiglepA2
uttrykk funnet av Trombleet al. (2014) under midt-spermatogenesen og endelig mgdni
Det er dermed vanskelig & kunne si noe om hvilkkamismer som har gitt denne gkningen i

dette forsgket.

Det ble ogsa funnet et hgyere genuttrykk laapR i lever hos hunnfisk i juni
sammenlignet med modnende hunner i august (Fig.Diet)synes a vaere en synkende trend i
hepatiskLepRuttrykk om en sammenligner fisken som ble brukirsagk i mars med de som
ble samplet i juni og august (Fig. 7 og 14). Detiensvarer med tidligere resultater pa rgye,
som viser at uttrykk alzepAli lever synker i lgpet av perioden pa varen dttart som den
spiser seg opp og energistatus gker (Jgrgesisah 2013), og at leptins mulige rolle som

metabolsk regulator synker i denne perioden.

Genuttrykket av vitellogenin var klart forhgyet hasodnende hunnfisk i august,
sammenlignet med de andre gruppene. Dette er ngitlat et hayt niva av,Bammenfaller
med den mest intensive perioden av Vvitellogenesamyor gonadeveksten
(oocyttevekst)(Frantzeet al, 1997) og plasmanivaet av Vtg (Johnstral, 1999) er pa sitt
hgyeste.

Behandling med £pa hunnfisk i forsgk 1 farte til et oppregulertryitk av LepAlog
LepA2 Dette indikerer, i trad med det som tidligereaetatt av Nagasaket al. (2006), at k,
direkte eller indirekte, stimulerer produksjonenlgptin i lever. En slik sammenheng mellom
E, og uttrykket av leptin i lever kunne imidlertidkik pavises i forsgk 2, til tross for
tilsvarende plasmakonsentrasjoner gvhes de naturlige modnende hunnfiskene i august
som etter injeksjon av ;Ei forsgk 1. En mulig forklaring pa dette kan vaae den
stimulatoriske effekten av.Bpa leptin observert i forsgk 1 hos hunnfisk ekertvarig effekt,
medfarende at denne effekten ikke ble malt i for3gkg kan forklare det oppregulerte, men
ikke signifikante uttrykket hos hunnfiskene i judipg tidspunktet hvor uttrykket dvepAl
nadde toppniva er ikke mulig a si. Samplingstidsetin juni sammenfaller med initieringen
av den intensive fasen av vitellogenesen, er déigrdtanta sammenheng mellom gkte nivaer
av B i plasmauttrykk avLepAli lever og start av intensiv vitellogenese. Det imédlertid
tas hensyn til at det gkte uttrykket ikke var digaint og det er derfor ikke mulig a trekke

konklusjoner i denne retning.
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Den hemmende effekten av T pa leptin beskrevetMawsionenet al, 2002) er i
kontrast til funn i dette forsgket, ettersom haskfii dette forsgket hadde en hgy
plasmakonsentrasjon av T samtidig med et oppregoiBNA uttrykk avLepAli lever, og
settes i sammenheng med det gkte uttrykket undemsppogenesen hos laks (Trombley og
Schmitz, 2013). Som beskrevet samsvarer gkningeunttaykket avLepAli lever i dette
forsgket med tidligere funn hos rgye av Frgilaidal. (2010). Selv om det ikke ble skilt
mellom paraloger i studiet av Frgilard al. (2010), er det mulig & anta at det var mRNA
uttrykk LepAl som ble identifisert i lever. Dette baseres panfam et nedreguleitepA2
uttrykk i modnende hannfisk i dette forsgket. Beenna lite som er kjent om hvorvidt de to
leptinparalogene i fisk har spesifikke roller ikfisnenLepAZ2er svakt uttrykt i lever og desto
sterkere uttrykt i mage/-tarmsystemet hos atlantgls (Rgnnesta@t al, 2010), noe som
antyder en viktigere rolle fdrepA2knyttet til fordgyelsen enn i levermetabolismen.

Forsgket har pavist en sammenheng mellom kjgnnsimgparmy leptin i fisk, men det
har ikke fatt frem hvilken rolle leptin produserteiver har under reproduksjonsutviklingen.
Det er imidlertid klart at modnende laksefisk, mestiusert appetitt, er i en katabolsk
situasjon. En kraftig gkning i uttrykk dvepAli lever er tidligere sett hos rgye som har veert
utsatt for langvarig sult om vare/sommeren, og gomatt i sammenheng med mobilisering
og gkonomisering av endogene substrat- og enesgne= (Frgilancekt al, 2012, Jgrgensen
et al, 2013). Modningsprosessen er imidlertid utstrakidj og preget av ulike faser med
varierende nivaer av kjgnnshormoner, vitellogenegegonadeutvikling og som sadan, en
kompleks prosess a studere. Modningsprosessenespegsa over et tidsrom som innebaerer
store temporeere endringer i appetitt og energisthts rgye, og det er naturlig a tenke at
leptin responderer pd, og er involvert i reguleeimgav begge disse prosessene. Bade dette
forsgket, og andre publiserte arbeid, gir sterkikimgjon pa at leptin er involvert i
kijignnsmodning hos fisk, og r@ye vil representeresesert attraktiv modellart for videre
studier av leptins rolle i forbindelse med reguigri av kjgnnsmodning og

intermediaermetabolisme.
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5. KONKLUSJON

Det ble i dette prosjektet gjennomfart to ulikesimk for & belyse mulige sammenhenger
mellom kjgnnssteroider og genetisk uttrykk av lepfiepAl og LepA3, leptinreseptor
(LepR og vitellogenin Ytg) i lever hos ragye. Forsgkene viste imidlertid sstnslett en del
variasjoner og var ikke entydige. Mens det pa dem side er funnet en klar stimulatorisk
effekt av i, men ikke T eller 11KT, pa uttrykkene av badmAlog LepA2, men ikke LepR,

i lever hos begge kjgnn av rgye gitt kjgnnssteroig@d kunstig vis utenom
reproduksjonssesongen, ble det ikke funnet noenskiaamenheng mellomy©g uttrykkene
av de samme leptin-paraloger hos naturlig modndnamfisk med forhgyede niva aw.E
Videre ble det registrert en signifikant gkning tirykket av LepAl og en signifikant
reduksjon i uttrykket avL.epA2 hos naturlig modnende hannfisk, men ikke hos hskinf
stimulert pa kunstig vis med androgener.

For & fa en bedre forstadelse av mulige samspillamekjgnnssteroider og leptin knyttet til
reproduksjonsutviklingen hos raye, vil det derfeere interessant i fremtidig forskning & se
pa det genetiske uttrykk avepal Lepa2og LepRi gonader, samt maling av leptin og
kignnssteroider i plasma. En lengre forsgkspenndd hyppigere samplingsfrekvens vil ogsa
kunne vaere med a gi et tydeligere bilde av leptitle innenfor reproduksjon hos rgye.
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7. VEDLEGG

7.1 MAGEINNHOLD

7.1.1 FORS@K 1 — INJEKSJON AV KIONNSSTEROIDER
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Figur 1. Mageinnhold (gram) for hann- og hunnrgye i de ulikebehandlingsgrupper ved
forsgksslutt, forsgk 1.

7.1.2 FORSYK 2 — NATURLIG REPRODUKSJONSUTVIKLING
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Figur 2. Mageinnhold (gram) for hann- og hunnrgye loldt ved naturlig lysforhold, mwd uttak i juni og
august, forsgk 2.
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7.2ETHANOL PRECIPITATION OF RNA OLIGONUCLEOTIDE

Materials for each oligonucleotide sample

Consumables

1. 1.5 mL Microfuge tubes

Chemicals
1. Ethanol
2. 3 Molar Sodium Acetate

3. Molecular Grade Water, RNase-free

Procedure

. Take the RNA into 1.5 mL microfuge tubes.

. Add 1/10 volume of 3 M sodium acetate (final camtration 0.3 M).
. Add 3 volumes 100% ethanol per tube.

. Vortex 10 seconds.

. Store at -20°C overnight or at -80°C for 2 hours

. Centrifuge at 13000x g for 20 minutes (4 °C).

. Pour the supernatant from the tube without digtig the pellet.

. Add 1000uL of 80% ice cold Ethanol onto the pellet.

. Centrifuge at 13000x g for 5 minutes (4 °C).

© 00 N oo o~ W N P

10. Carefully take out the ethanol from the tubthaut disturbing the pellet.
10. Dry the sample at room temp about 5 mins.

11. The dry pellet can be dissolved in an approgigiduffered RNase-free
Solution (RNase free water).

12. Store the RNA at -80°C.
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7.3 RESULTATER PILOTFORS@K

7.3.1 PLASMAKONSENTRASJONER PILOTFORS@K
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Figur 3. Endringer i plasmakonsentrasjoner av testatron (T) og gstradiol (E2) for hann- og
hunnrgye gitt intramuskuleere injeksjoner av T.
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Figur 4. Endringer i plasmakonsentrasjoner av testagron (T) og gstradiol (E2) for hann- og hunnrgye gitintramuskulaere
injeksjoner av E2.
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Figur 5. Endringer i plasmakonsentrasjoner av testatron (T) og gstradiol (E2) for hann- og hunnrgye gitt
intramuskuleere injeksjoner av propylenglykol.
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7.3.2 GENUTTRYKK PILOTFORS@K
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Figur 6. Normalisert uttrykk av vitellogenin og LepAl hos hann- og hunnrgye gitt intramuskuleere
injeksjoner av henholdsvis 1 (T1), 2 (T2) og 3 (T3hjeksjoner propyleglykol (Kontroll, "untreated”),
Testosteron (T) eller gstradiol (E2). M= hannfiskF = hunnfisk.
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