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Sammendrag

Norsk lakseoppdrett har store utfordringer med a redusere de betydelige tapene av fisk etter
sjoutsett. Parallelt med fokusert forskning pé enkeltsykdommer og malrettede
produksjonsoptimaliseringer pagar det viktig FoU med malsetning om & finne ut hvordan vi
kan styrke laksens generelle robusthet fra et helhetlig perspektiv, med utgangspunkt i de
komplekse miljgbetingelsene og varierende fysiologiske og patologiske utfordringene
giennom produksjonssyklus. Formalet med dette prosjektet var a utvikle kunnskap og
verktay for & gke laksens robusthet og pa den maten forbedre fiskens velferd, redusere de
gkonomiske konsekvensene og bidra til & styrke omdgmmet til naeringen. Dette skulle
realiseres gjennom aktiviteter forankret i tre delmal; 1) etablere en kunnskapsbase for
utvikling av tester og markgrer for & male robusthet hos laks, 2) generere kunnskap om
erneeringsmessige behov for gkt robusthet, 3) koordinering av aktiviteter koblet mot
produksjon av robust fisk. | arbeidspakke (AP) 1 ble det utviklet to nye testmodeller for
robusthet basert pa pilotforsgk med uttesting av totalt fire utfordringstester, med
intraperitonal injeksjon av kontrollerte doser av ulike kjemiske stimuli under eksperimentelle
betingelser. De to modellene simulerer henholdsvis hematologisk anemi ved moderat
hemolyse (PHZ) og systemisk inflammasjon (LPS+zymosan), tilstander som gjenspeiler
relevante patofysiologiske utfordringer hos oppdrettslaks. Fysiologiske og immunologiske
responser ble validert og gen-markgrer identifisert (ved funksjonell genomikk) som
differensierte fiskegrupper med ulik robusthet (her: svemmetrening) ved hjelp av real-time
gPCR. AP2 resulterte i nye immunoassays for maling av cytokiner som er viktige markgrer
for immunkompetanse. | AP3 ble det gjennomfart et stort tilvekstforsgk pa laks i sjo
eksponert for ulike stramhastighastigheter (simulere aerobisk trening pa merd-nivd) og
dietter (hgy vs lav energi). Ved en bred analytisk tilnserming fant vi en positiv effekt av gkt
stramhastighet + hgy-energi diett pa tilvekst og forutnyttelse. Videre gav hgy-stram
kombinert med lav-fett bedre filetkvalitet i form av muskelfasthet og mindre gaping. Analyser
av hjerte- og fettvevsmorfologi viste gkt vaskularisering av bade hjerte- og innvollsfettvev i
laks med trening ved gkt stramhastighet. Videre antydet vare data at et hgyt innhold av fett i
fettceller kan medfare oksidativt stress og aktivering av betennelsesfremmende cytokiner og
at gkt strgm (aktivitet) kan ha en positiv effekt med & redusere graden av oksidativt stress.
Ved forsgk pa isolerte primaer-cellekulturer fra hjerter til de ulike gruppene fant vi at trening
gjennom gkt stremhastighet hadde en positiv effekt pa fettforbrenningen og utnyttelse av
energi. Kombinasjonen av hgy-fett diett med lav strem farte til nedregulering av gener
involvert i energiomsetningen i hjertet, noe som kan indikere gkt fare for fettdeponering i
hjertet. | AP4 ble det gjennomfart en rekke grunnleggende studier for & gke forstaelsen av
fettcellenes funksjon i forbindelse med laksens immunsystem. Vare resultater tyder pa at
fettsyresammensetningen av adipocytter kan pavirke immunresponsen hos laks. Omega-3
fettsyrene EPA og DHA har en tilsynelatende betennelsesdempende effekt i motsetning til
plantefettsyren, oljesyre. | et studium hvor nesten alle laksens 20-30 000 gener ble studert i
fettvev fant vi at ca 500 gener er ulikt uttrykt mellom fet og mager fisk. Fet fisk har mer
nyrekruttering og differensiering av fettceller en mager fisk. En rekke gener som er kjent for a
veere klassiske markgrer for fedme hos pattedyr var blant de oppregulerte genene hos fet
fisk og noen av disse kan vise seg a veere nyttige markerer for & studere livsstilssykdommer
hos oppdrettslaks.



Prosjektet har oppfylt sitt formal om a bygge opp kunnskapsbasen for utvikling av fremtidige
anvendte Igsninger som bidrar til reduserte tap i sjg. Prosjektet har ogsa bidratt med en viktig
koordineringsfunksjon innen Nofima (AP5) og styrket den generelle satsingen pa FoU med
fokus pa gkt robusthet og prestasjon i sjg. Sentrale moment er etablering av industri- og
forskningsradsprosjekt, utstrakt forelesningsaktivitet for industrien og publisering i
vitenskapelig tidsskrift.
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1 Forord

Dette er et prosjekt som ble etablert som en koordinert satsing p& «robust fisk» mellom FHF
og Nofima for i fellesskap & bedre kunnskap og metodikk for & styrke robustheten til norsk
oppdrettslaks. FHF prosjektet har veert toarig (01.07.2010-31.09.2012) med total budsjett pa
5 millioner kroner. | samme periode har Nofima gjennomfgrt to strategiske prosjekt med
fokus pa grunnleggende forskning og kompetanseheving innen temaene «robust fisk» og
«ernaering og helse». Denne rapporten omhandler det FHF finansierte prosjektet. Prosjektet
var organisert i fem arbeidspakker som hver ble ledet av en forsker, under felles
prosjektledelse av seniorforsker Harald Takle. Prosjektets styringsgruppe bestod av Olav
Breck (Marine Harvest) og Olai Einen (Nofima), mens Kjell Maroni og Merete Bjgrgan
Schrgder fra FHF var observatgrer.

2 Problemstilling og formal

o

Prosjektets effektmal var a utvikle kompetanse og metodikk som kan brukes til & gjgre
testing og malinger av robusthetsegenskaper hos laks, med fokus pa trenings- og
ernaeringsbehov i felt (in vivo) og lab (in vitro) samt nye robusthets-utfordringstester og
biologiske markgrer og immunoassays. Dette vil potensielt kunne benyttes av ulike aktgrer i
hele verdikjeden med tanke pa tidlig seleksjon av robusthetsegenskaper (bade mot avl og
produksjon) og forbedring av helse og erneeringsstatus i produksjonssyklus, med et ultimat
mal om a gke overlevelsen og derved redusere de hgye tapene av laks etter utsett i sjg.

Prosjektets leveranser (resultatmal) var definert i milepeelsplanen; 1) Evaluering av
pilotforsgk pa utfordringstester (injeksjonstester), 2) Dokumentering av utfordringstester og
markarer pa robusthetsgrupper, 3) ELISA og Western assays for definerte cytokiner, 4)
Gjennomfart tilvekstforsgk i sjg med ulik strgameksponering og diett, 5) Analyser og
evaluering av sjgforsgk, 6) Gjennomfart celleforsgk og analyser, 7) Avholdt prosjektmgter og
styringsgruppemagter, 8) Periode-rapporter og publikasjoner fra alle AP samt sluttrapport.



3 Prosjektgjennomfaring

Prosjektgjennomfaring ble utfart i henhold til revidert prosjektplan og omfattet
forsgksplanlegging og analyser, mgtevirksomhet, koordinering og rapportering/publisering.
Prosjektet var forankret i Nofimas satsing pa Robust-fisk og Erneering-helse, og erfaringer og
kompetanse derfra ble benyttet inn mot prosjektet.

Alle forsgk ble omsgkt og godkjent av FDU. Basert pa litteratur studium ble det valgt ut
relevante fysiologiske tester som skulle evalueres i laks som modellsystemer for robusthet
(AP1), farst i et pilotforsgk (dose-respons tester) og deretter i pagaende fiskegrupper med
ulik robusthet produsert i Nofimas Robust-fisk prosjekt. Biologiske responser og markarer ble
analysert ved blodparametere (hematocrit), funksjonell genomikk (real-time qPCR,
microarrays) og bioinformatikk. | AP4 ble det benyttet primeere hjerte og fettcelle-kulturer
(adipocytter), henholdsvis dyrket fra robust-grupper (ex vivo) eller behandlet med ulike lipider
og pro-inflammatorisk stimuli (LPS) (in vitro). Biologiske responser ble malt ved histologi
(immunhistokjemi, mikroskopering) og molekyleerbiologiske/biokjemiske metoder (real-time
gPCR, lipid-analyser, beta-oksidasjon). Sjgforsgket (AP3) ble utfgrt i Tromsg som et
tilvekstforsgk i 2x2 faktorielt design under standard produksjonsbetingelser, med jevnlige
malinger av stremhastighet i ulike dyp. Biologiske responser ble malt ved analyse av tilvekst
(SGR, TGR etc), férutnyttelse og fordgyelighet, blodparametere (laktat, iISTAT), proksimat
(helkropp) analyse, organosomatisk index og fettsyre-sammensetning av vev, slaktekvalitet
(muskelgaping, fasthet). | lgpet av forsgket ble det pavist utbrudd av CMS noe som medfarte
aktiv avvikshandtering og noe mindre utbytte av forsgket enn forventet. Dataene som er
presentert i denne rapporten er for gvrig vurdert til & veere av vitenskapelig verdi og planlagt
publisert i fagfelle journaler.



4 Oppnadde resultater og konklusjon

4.1 Arbeidspakke 1: Uttesting av kjemiske injeksjonsmodeller for & male
robusthetsegenskaper

Malsetningen med denne arbeidspakken var & w@ke generell kunnskap om
robusthetsegenskaper og evaluere potensiale for & utvikle enkle, kostnadseffektive
injeksjonsmodeller og biomarkgrer som et nytt konsept for uttesting, evaluering og forbedring
av robustheten til oppdrettslaks. Delmal var & optimalisere tre ulike injeksjonsmodeller i et
pilotforsgk, evaluere modeller og identifisere endepunktsmarkgrer ved en bred analytisk
tilneerming, samt teste og evaluere anvendelsen av modellene pa grupper av laks med ulik
robusthetsegenskaper i form av iboende svammekapasitet og treningsbehandling.

4.1.1 Pilot forsgk: dose-respons tester av modeller og markgranalyser

| et pilotforsgk utferte vi en dose-respons test av fire injeksjons (i.p.) modeller pa lakseparr:
1) fenylhydrazin som er en kjent modell for hematologisk anemi hos fisk; 2) kombinert LPS
(lipopolysakkarid fra E. coli) + zymosan A (glucan fra celleveggen til S. cerevisiae) som
velkjente stimulanter av pro-inflammatoriske responser i fisk; 3) urotensin-l som induserer
kardiovaskuleert stress; 4) metformin som pavirker muskel og lever metabolisme. Det ble
testet tre ulike doser per modell, og i tillegg hadde vi en kontroll gruppe som ble injisert med
fysiologisk saltvann. Overvakning av atferd og kliniske symptomer etter ett dagn viste hgy
dadelighet blant gruppen som fikk hgyeste dose metformin, samt uttalte blgdninger under
huden pa dorsal side blant alle grupper som fikk urotensin. Pa grunn av dette samt at disse
to modellene er minst dokumentert (sammenlignet med modell 1 og 2) med tanke pa
dosering og virkemate i fisk, valgte vi a ikke ga videre med disse modellene. For
fenylhydrazin (kortnavn PHZ) og LPS/zymosan (kortnavn LPZ) ble dose-respons analyser
utfert pa organer fra ulike tidspunkt (dag 1, 2, 3, 4). For PHZ ble effekter av dosering pa
hemolyse (gdeleggelse av rgde blodceller med resulterende anemi) malt ved hematocrit og
hemoglobin (iSTAT), som viste gkt hemolyse (redusert hematocrit) med gkende dose over
tid (Tabell 1, hematocrit resultater). Hayeste dose gav en kraftig hemolyse og reduksjon i
hematocrit, som trolig ble patologisk (avvikende form/utseende pa milt). Andre
hematologiske parametre (pH, blodgasser, glukose og utvalgte ioner) viste ingen Kklar
sammenheng med dosering og tid. Det ble ogsa utviklet real-time RT-PCR (qPCR) assay for
erytropoietin (EPO) og EPO-reseptor, og nivaer av EPO mRNA i hjerte gkte med gkende
dose etter 1 og 2 dager, som indikerte en aktivering av nydannelse av blodceller
(erythropoiesis). For LPZ ble det utfart dose-respons maling basert pa genuttrykk (qPCR) av
tre immunologiske markgrer (tidligere identifiserte markarer for LPS-respons, Nofima). To av
markgrene, interleukin 1-beta (Figur 1) og TNF decoy reseptor, viste en oppregulering (gkte
mRNA nivaer) med gkende dose LPZ, sistnevnte kun fra dag 1 til 2. Basert pa disse
resultatene ble det identifisert hvilken dose og prgvetakingstidspunkt som skulle benyttes for
injeksjonsmodellene. Basert pa resultater av disse analysene samt pa bakgrunn av patologi
og dadelighet etter behandling med modell 3 og 4 (som nevnt over), valgte vi & ga videre
med modell 1 (PHZ) og 2 (LPZ).



Tabell 1 Resultat fra evaluering av pilotforsgk med PHZ modellen; dose-respons maling
av hematocrit ved fire tidspunkter etter PHZ injeksjon (n=5 pr dag/dose).

Dag Kontroll Dose 1 Dose 2 Dose 3
D1 34.3+/-3.6 30.0 +/- 3.0 30.3 +/-4.7 11.6 +/- 1.5
D2 - 29.0 +/- 2.0 28.7 +/- 0.6 10.0 +/- 0
D3 - 30.4 +/-2.2 28.5+/- 3.1 10.0 +/- 0
D4 30.8 +/-4.8 30.0 +- 0.7 27.7+-15 10.0 +/- 0
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Figur 1 Resultat fra evaluering av pilotforsgk med LPZ modellen; dose-respons maling

av interleukin 1-beta mRNA nivader (kvantitativ real-time RT-PCR, n=5 pr
dag/dose) ved to tidspunkter etter LPZ injeksjon.

4.1.2 Evaluering av robustmodeller

For & evaluere de to injeksjonstestene som modeller for & male robusthet i representative
populasjoner av laks, ble det gjort injeksjonsforsgk (Nofima Sunndalsgra, i samarbeid med
FitnessFish prosjektet) pa grupper av laks (smolt) med ulik robusthet i form av: 1) iboende,
medfadt svemmekapasitet, det vil si fisk med henholdsvis god (omtalt som ‘good’) og darlig
(omtalt som ‘poor’) svemmeutholdenhet etter rangering i en etablert svgmmetest (Nofima); 2)
svgmmetrening, det vil si fiskegrupper med gkt og normal fysiologisk og respiratorisk
kapasitet (pavist i FitnessFish), etter behandling med henholdsvis ‘myk intervalltrening’
(12:12 timer med vannstremhastighet pa 0,8:1,2 kroppslengde (KL)/s) og ‘lav-intensiv
trening’ (normal, konstant vannstram pa 0,4 KL/s). Injeksjonsdose og prgvetakingstidspunkt
etter behandling var basert pa resultatene fra pilotforsgket (beskrevet over). Fra hver av
modellene ble det tatt blodpragver for maling av hematocrit og hemoglobin, samt vevsprgver
for analyse av gen-ekspresjonsmarkgrer (gPCR/microarrays). For PHZ modellen viste
malinger av hematocrit i blod en moderat anemisk tilstand i fisken etter behandling (Figur 2),
som forventet i henhold til resultatene oppnadd i pilot forsgket. Det var imidlertid ingen



forskjell mellom de ulike robust-gruppene med tanke p& hematocrit, noe som i hovedsak
skyldtes betydelig individuell variasjon (Figur 2). Videre analyserte vi gen-uttrykk av EPO og
EPO-reseptor (EPO-R), som viste at disse aktiveres i henholdsvis hjerte og milt for a ake
produksjonen av rgde blodceller som falge av PHZ behandling som induserer anemisk
tilstand ved en destruksjon (hemolyse) av disse cellene. EPO i hjerte var signifikant
oppregulert 2 dager etter behandling (Figur 3), men det var ingen forskjeller i responsen
mellom de ulike robusthetsgruppene. Uttrykk av EPO-R var derimot signifikant hgyere i trent
versus utrent fisk fire dager etter PHZ injeksjon, bade ved gPCR (Figur 4, venstre del) og
microarray (Figur 4, hgyre del) analyse, noe som indikerer en hgyere kapasitet eller
aktivering av nydannelse av blodceller under anemi. Rent fysiologisk kan dette understgtte
de forskjellene som er pavist mellom trent og utrent laks (som observert i FitnessFish), siden
EPO og dens reseptor er sentral i produksjon av rgde blodceller og derved kroppens
oksygentransport og respiratoriske kapasitet. Anemi er ogsa en meget vanlig patofysiologisk
tilstand under nesten alle virus-infeksjonene vi kjenner hos laks. PHZ injeksjon kombinert
med EPO-R markgr er i s mate en lovende modell for pavisning av fiskegrupper med ulike
robusthetsegenskaper. Microarray analyser av hode-nyre viste ogsa en interessant tendens
til gkt uttrykk av heme-relaterte (molekyl involvert i jern/oksygentransport) gener i trent fisk,
som understgtter hypotesen om gkt nydannelse av rgde blodceller etter trening. Det var
0gsa interessant at stress-relaterte gener var lavere uttrykt i milt til den trente gruppen bade
far (kontroll/salin-behandling) og etter PHZ, som er i trad med vare tidligere observasjoner.

Saline PHZ
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Figur 2 Evaluering av PHZ modellen ved hematocrit maling i blod fra ulike
robusthetsgrupper av laks (Ctrl=utrent, Exer=trent, P/G=darlig/god
svgmmekapasitet) etter injeksjon med PHZ og salin (kontroll).



Figur 3

Figur 4
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Gen-markgrer som er oppregulert og som evner a skile mellom ulike
robusthetsgrupper (trente T vs utrente ktrl K, se rgde bokser) 4 dager etter PHZ
injeksjon. A (venstre): EPO-reseptor ved gqPCR, B (hgyre, over): EPO-reseptor
ved microarray analyse, og C (hgyre under): CD59 antigen ved microarray

analyse.



Tilsvarende som for PHZ, ble LPZ modellen fgrst evaluert med hensyn pa forventede
responser i fisken fra de ulike robusthetsgruppene. Microarray analyser av milt viste at valgte
dose LPZ aktiverte et bredt utvalg av immunresponser, som for eksempel medfgdte anti-
virus komponenter, antigen-presentasjon, komplement, inflammatoriske gener og T celler
(Figur 5). Analyser av hjerte viste ingen klare responser, men enkelte immun-relaterte gener
trolig involvert i monocyttaere og lymfocytteere responser (basert pa kunnskap fra pattedyr)
var hgyere uttrykt etter LPZ injeksjon.

Figur 5

Figur 6

Effect of LPZ vs Saline injection
15 APC Complement Inflammation T cell resp Antiviral
1,0
2
©
c 05 = El %‘
<]
‘® *
[’z
2 00
a
X
kY »
D 05
S
: = o
S 101
o)
=
1,5 .
L 5 L S
20 L L

Evaluering av LPZ modellen ved microarray analyse viser at LPZ gir en bred
aktivering av immun-responser i milt. L- LPZ, S-saline.
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Microarray analyser av robust-gruppene viste starst forskjeller mellom gruppene med og
uten trening og i milt, med en Kklar trend til lavere uttrykk av gener som styrer antivirus-,
inflammatoriske- og T celle-responser (funksjon predikert basert pa kunnskap fra pattedyr) i
trent versus utrent fisk (Figur 6). Dette er i trdd med vare tidligere observerte positive anti-
inflammatoriske effekter av trening (Castro et al., 2013a,b), og viser at tilsvarende kontraster
kan observeres i respons pa injeksjon med LPZ. Mer detaljert kunnskap om egenskaper til
hver enkelt av disse genene i laks er det vanskelig & si noe om, siden ingen funksjonelle
studier er gjort, men to av genene (IL-1R-1l og IL-6) tilh@grer gruppen av interleukiner, som
inneholder noen av de mest sentrale inflammatoriske cytokinene i immunforsvaret. Et
interessant funn var at en av markarene (GIMAP7) viste tilsvarende forskjeller i uttrykk ogsa i
hjertevev for bade utrente vs trente og darlige vs gode svemmere (data ikke vist her), og er i
sa mate en lovende markgr for & skille mellom robust-egenskaper ved bruk av LPZ injeksjon
som modellsystem. Funksjonen til dette genet i fisk har ikke blitt studert. Vi analyserte ogsa 5
markgrer, tidligere assosiert med positive treningseffekter (fra FitnessFish prosjektet), i et
stgrre antall trente/utrente individer (i milt) etter LPZ behandling ved qPCR (data ikke vist).
Alle genene var signifikant oppregulert etter LPZ injeksjon, og en av disse, IL1-reseptor
antagonist (IL1LRA), var signifikant lavere uttrykt i trente vs utrente LPZ fisk, og i s& mate en
god markar for robusthetstesting ved LPZ modellen. Dette genet er involvert i reguleringen
av en av de mest sentrale inflammatoriske cytokinene, interleukin 1 (IL-1). En annen
interessant observasjon var at to gener kodende for EPO-R precursor og angiopoietin-like 7
var langt sterkere oppregulert i hjertet hos trente vs utrente fisk etter LPZ (data ikke vist), noe
som understgtter observasjonene fra PHZ forsgket om at EPO og kardiovaskuleere
responser er positivt korrelert med trening.

Oppsummert har vi i denne arbeidspakken testet relevante injeksjonsmodeller som et nytt
konsept for & male robusthetsegenskaper hos laks. Fra et pilotforsgk med dose-
responsforsgk pa fire modeller gikk vi videre med to modeller; induksjon av hematologisk
anemi ved injeksjon av fenylhydrazin og stimulering av pro-inflammasjon ved injeksjon av
LPS+zymosan. Disse modellene ble evaluert i grupper av laks med ulike
robusthetsegenskaper, med fokus pa evaluering av mekanismer og identifisering av
markgrer. Valgte doser og responstid gav forventede responser, og gen-markgrer som kan
skille mellom grupper med ulik robusthet ved hjelp av real-time qPCR ble identifisert
(Krasnov et al., innsendt).

4.2 Arbeidspakke 2: Etablering av protein assays for a studere
inflammatoriske responser

Vi har tidligere vist at robusthet (i form av aerob trening) er forbundet med lavere basalniva
av betennelsesreaksjoner hos laks (Castro et al. 2011). Dette er ogsa utfgrlig beskrevet i
human medisin for en rekke patofysiologiske tilstander. Vare studier av virus-sykdommer hos
laks (ILA og CMS) har ogsa indikert at hgyere uttrykk av medfgdte immunforsvarsgener og
inflammatoriske gener er forbundet med gkt vevsskade tidligere ded (bl.a. Jargensen et al.,
2008, Timmerhaus et al, 2012). @kt forstdelse av basale og patologiske
betennelsesreaksjoner er med andre ord meget sentralt i studier av robusthetsegenskaper
hos fisk. Hittil har slike studier i laks (og fisk generelt) fokusert pa genuttrykksnivd (mMRNA



transkripsjon ved PCR), men for & forsta disse responsene pa et funksjonelt niva er det stort
behov for utvikling av metodikk for & male pa proteiner. Malet med denne arbeidspakken var
derfor & etablere ELISA assays for fglgende cytokiner (betennelsesmolekyler): TNFa, II-1b,
II-6, 1I-8 og 1I-10. Polyklonale antistoffer ble laget for oss ved Universitetet i Valparaiso
(PUCV), Chile (I pavente av at PUCV publiserer ngdvendig dokumentasjon pa antistoffene
kan Dr. Luis Mercado kontaktes vedrgrende dokumentasjon pa spesifisitet, kjgp etc). Til
utvikling av testene brukte vi vevsmateriale fra laks med IPN-infeksjon og LPS behandling.
Etter mange runder med uttesting av protokoller, ble det konkludert at antistoffene ikke virker
i ELISA, og bestemt & etablere andre immunoassays. Dette resulterte i et
immunohistokjemisk assay for TNF-alpha (Figur 7), som allerede er brukt inn i flere forsgk og

publikasjoner (Castro et al., 2013b; Takle og Castro, 2013).

Tnfo ctr 10 pm | Tnfe trained

Figur 7 Immunohistokjemisk deteksjon av TNFa i hjertevev fra trent og utrent laks.

4.3 Arbeidspakke 3: Tilvekstforsgk pa laks i sjg ved ulike stramforhold og
energidietter

Hensikten med denne arbeidspakken var & undersgke samspillseffekter mellom fettinnhold i
for (energistatus i fisk) og svemmeaktivitet pa produksjonsegenskapene vekst, forutnyttelse
og kvalitet. Det ble utfart et sjgforsgk med stor laks (snittvekt 1,4 kg) hvor vi testet effekter av
henholdsvis hgyt fett (35 %) og lavt fett (25 %) i dietten samt eksponering for lav eller hgy
stramhastighet. Det ble brukt et 2x2 faktorielt design og med 3 replikater pr behandling over
en periode pa 3 maneder (august-november). Resultatene ble analysert ved hjelp av toveis
ANOVA med samspillsledd. Signifikante forskjeller (P<0,05) samt resultater som tenderte til
& veere pavirket av behandlingene (0,05<P<0,10), ble rangert vha. Duncan test. Malinger av
stramhastighet viste en variasjon gjennom dggnet, men for lavstramgruppen var hastigheten
noksa stabil og 1a under 10 cm/s 90 % av tiden mens den i haystremgruppen & under 10
cm/s halvparten av dggnet, med topper opp mot 50 cm/s (Figur 7).
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Figur 7 Gjennomsnittsmalinger av stramhastighet i skjermede og eksponerte merder i

etterkant av forsgket (venstre) viser typisk hgyere stram i eksponerte, men kun
signifikant forskjellig fra skjermede ved 1-3 m dyp (Anova F; 15,=6,49; P= 0,012).
Hgyre- i forkant av forsgket ble det malt signifikant hgyere stram (p<0,05) i
eksponerte merder ved alle dyp (her kun 1-3m vist).

4.3.1 Effekter pa vekst og kvalitetsparametere

Resultatene viste ingen effekt av for pa tilvekst og forutnyttelse. Mest sannsynlig skyldes
dette et generelt lavt forinntak pa grunn av paslag av skottelus under oppstart av forsgket og
pafglgende CMS utbrudd. Stramstyrke tenderte til & pavirke sluttvekt, vektakning, tilvekst og
forutnyttelse (Tabell 2), men ogsa her er det knyttet usikkerhet til effekt av skottelus og CMS
utbrudd. Laksen som ble holdt i hgyeste strameksponering viste de beste
produksjonsresultatene. Resultatene viste ogsa en tendens til samspill mellom fér og strgm.
Den starste tilveksten ble observert hos laks féret hagy-energi for og holdt i hgy strem, mens
den darligste tilveksten ble observert pa fisk foret hay-energi for i lav-strgams merder.
Slaktekvalitet ble analysert som muskelfasthet og gaping. | lav-fett gruppen ble det funnet en
positiv effekt av hgy strem for bade muskelfasthet og gaping (Figur 8). Videre var laksen
som fikk lavfett féret generelt fastere i kjgttet. Tidligere FHF prosjekter (2008-2012) har vist
at innblanding av visse proteinkomponenter i féret gir forbedret fasthet av laksefilet.
Resultatene fra dette forsgket aktualiserer uttesting av hypotesen om at et generelt forhgyet
proteinniva i féret kan ha en positiv effekt pa fastheten. | 2008-2009 ble det utfart en
landsomfattende Kkartlegging av teksturegenskaper i oppdrettslaks med gjentatte
fasthetsmalinger ved mange kommersielle lokaliteter (FHF-prosjekt 571024, "Fastere laks").
Det kan veere vanskelig & oppnad entydige resultater fra storskalaforsgk ved ulike lokaliteter
siden mange sammenfallende faktorer kan pavirke resultatene (geografiske-/miljgforhold
mm), men det var sterke indikasjoner pa at laks fra strgmutsatte lokaliteter var fastere i
kjgttet enn laks fra lokaliteter med lite strem.. Dette kan tyde pa at det ligger et potensial i &
kombinere gkt svemmeaktivitet med proteinrike dietter for & bedre produktkvalitet. Seerlig
kan dette veere aktuelt & teste ut i perioder der laksen synes a veere spesielt utsatt for a
utvikle blgt tekstur, for eksempel i forbindelse med spurtvekst som gjerne er arstidsavhengig.
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Hvilken arstid som er seerlig kritisk vil variere med geografiske forhold og i forhold til
fiskemateriale (tidspunkt og starrelse ved sjgutsett m.m.). Det ble ogsa gjort analyser av
helkropps-sammensetning (proksimat analyse), organosomatisk index (lever, hjerte),
blodparametere (laktat, iISTAT), total-lipid og fettsyresammensetning i ulike vev, men foruten
fettfordeling (se AP4) ble ingen effekter av stram, diett eller begge pavist.

Tabell 2 Vektgkning og vekstrater for forsgksgruppene pa lav-fett (LF) og hgy-fett (HF)
diett ved lav-strgm (LS) og hgy-stram (HS). Resultatene ble analysert ved hjelp av toveis
ANOVA med samspillsledd. Signifikante forskjeller (P<0,05) samt resultater som tenderte til
a veere pavirket av behandlingene (0,05<P<0,10), ble rangert vha. Duncan test.

LFLS HFLS LFHS HFHS S.EM p-verdi
Vektgknin 1070.6% 856.0° 1074.5% 1508.5° 163.7 0.083
g
SGR 0.59% 0.49° 0.59% 0.76% 0.07 0.077
TGC 3.33% 2.71° 3.33% 4.38° 0.41 0.078
8 4 , e , .
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Figur 8 Laks i merder med hgy stram og lav-fett diett har bedre filetkvalitet i form av gkt
fasthet.

4.3.2 Effekter pa fettdeponering i organer, hjerte- og vevsmorfologi

Figur 9 viser tendens til gkt fettdeponering i bade innvollsfett, lever, hjerte og hvit muskel i
hayfettgruppen sammenlignet med lavfettgruppen. Forsgksfisken oppnadde relativt lave
fettnivader i vev og organer, noe som antagelig skyldes det lave férinntaket pa grunn av
paslag av skottelus og CMS utbrudd. Normalt ville man forventet langt hgyere grad av
fettdeponering i i muskel og innvollisfettvevet i lgpet av forsgksperioden fra august til
november. Resultatene viste videre en tendens til redusert fettniva i innvollsfett og lever i
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haystremsgruppene sammenlignet med lavstrgmsgruppene (Figur 10). Vare resultater viste
videre en tendens til gkt fettdeponering i hjerte og hvit muskel med gkt svammeaktivitet.
Denne tendensen overensstemmer med lignende observasjoner fra menneske, hvor
utholdenhetsidretter er vist & fare til gkt fettniva i muskel og hjerte, og viser en tilpasning til
gkt bruk av lipider som energikilde under aerob trening.

11
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Figur 9  Effekt av fettniva i for pa fettprosent i innvollsfett, lever, hjerte og hvit muskel.
Verdiene viser gjennomsnitt av fettnivaene i alle lavfett og hayfett grupper (inkludert grupper
ved lav og hgy stram) +SE . N=3. Det var ingen signifikante forskjeller mellom gruppene.
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Figur 10  Effekt av stremhastighet pa fettprosent i innvollsfett, lever, hjerte og hvit muskel.
Verdiene viser gjennomsnitt av fettnivaene i alle lavstrgm og haystram gruppene
(inkludert hgy fett og lavfett). N=3. Det var ingen signifikante forskjeller mellom
gruppene

Tabell 3 viser et lite utvalg av sentrale fettsyrer som prosent av totalfettsyre i hjerte, lever,
muskel og innvollsfett. Forsgket viste fa forskjeller i fettsyresammensetning mellom de ulike
gruppene. Det var ingen signifikante forskjeller i EPA og DHA nivaet i lever, hjerte og muskel.
Det var signifikant moderat lavere prosent EPA og DHA i innvollsfettet i hgyfettgruppen
sammenlignet med lavfettgruppen. Justeres denne verdien for det hayere totale fettnivaet i
gruppen, sa blir det ingen signifikante forskjeller i EPA og DHA nivaet per gram invollsfettvev.
Det var forgvrig signifikant hgyere prosent arakidonsyre, 20:4n-6, i hgyfettgruppen enn i
lavfettgruppen i bade hjerte, lever, muskel og innvollsfett. Vi har tidligere vist at gkt niva av
denne fettsyren i fisken kan fgre til gkt produksjon av det pro-inflammatoriske eikosanoidet,
PGE; (Gjgen et al., 2007, Ytteborg et al., 2009).
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Tabell 3. Fettsyresammensetning (% av total fettsyre) for et lite utvalg fettsyrer i hjerte, lever,
muskel og innvollsfett. Tabellen viser effekt av stram og fettnivd. N=3. Ulike
bokstaver viser signifikante forskjeller (p < 0,05).

Hjerte Strogm For

Lav SE Hay SE Lav SE Hoy SE
C18:1 N-9 2071 + 041 * 2113 + 067 * 2036 + 0.60 * 2148 + 037 *
C18:2 N-6 699 + 013 ° 704 + 018 * 683 + 017 * 719 + 010 *
C20:4 N-6 530 + 019 °? 532 + 024 * 496 + 018 * 566 =+ 010 °®
C20:5 N-3 609 + 012 ° 608 + 018 * 611 + 019 * 607 + 010 *
C22:6 N-3 1707 + 052 * 1659 + 061 * 1710 + 069 * 1656 =+ 039 *
YEPA/DHA 2316 + 062 * 2267 + 078 ® 2321 + 087 ~ 2262 + 048 *
Lever
C18:1 N-9 3099 + 051 * 2995 + 081 * 31.06 + 078 ~ 2989 =+ 053 *
C18:2 N-6 553 + 028 *® 550 + 027 ® 497 + 013 ® 605 =+ 013 *
C20:4 N-6 650 + 034 * 639 =+ 039 * 568 + 009 ® 722 + 015 *
C20:5 N-3 430 + 016 * 469 + 025 * 443 + 027 ~ 456 + 018 *
C22:6 N-3 958 + 029 * 1032 + 058 * 999 + 053 * 992 + 043 *
YEPA/DHA 1388 + 040 * 1501 + 082 ? 1442 + 078 * 1448 + 059 *
Muscle
C18:1 N-9 3201 + 020 * 3197 + 042 * 3177 + 039 * 3221 + 021 “
C18:2 N-6 958 + 0.06 ° 942 + 015 * 934 + 007 * 967 + 011 B
C20:4 N-6 749 + 013 @ 747 + 015 * 723 + 008 A 773 + 009 °
C20:5 N-3 254 + 003 °? 248 + 005 ® 252 + 005 A 250 + 003 *
C22:6 N-3 464 + 011 ° 464 + 015 * 472 + 015 A 457 + 011 *
Y EPA/DHA 718 + 013 @ 713 + 020 * 723 + 019 ~ 707 % 013 A
Innvollsfett
C18:1 N-9 3220 + 028 * 3210 + 041 * 3156 + 028 B 3274 + 017 ~
C18:2 N-6 985 + 0.0 @ 979 + 015 * 962 + 012 ® 1001 + 0.06 *
C20:4 N-6 753 + 019 °@ 752 + 017 * 716 + 009 B 789 + 007 A
C20:5 N-3 222 + 003 @ 226 + 003 * 228 + 003 ~ 221 % 002 B
C22:6 N-3 338 + 011 ° 348 + 006 ® 356 + 008 * 329 + 006 °®
YEPA/DHA 560 + 0.14 °@ 574 + 009 ® 584 + 011 * 550 + 008 °®

Effekter av strem og diett pa hjerte- og fettvevsmorfologi ble undersgkt fra tilvekstforsgket i
sj@. Vev ble isolert fra fisk i de ulike gruppene og deretter fiksert og preparert for mikroskopi
og RNA analyser. P4 grunn av CMS utbrudd i sjeforsgket, ble hjerter fra all fisk som ble
benyttet i biokjemiske studier undersgkt histopatologisk og bare individ med lav histoscore
ble benyttet til analysene beskrevet for fett og hjertevev.

Resultatene viste at aktivitetsniva i form av hgy strem pavirker positivt vaskularisering av
hjertet. Undersgkelser av epikard fra fisk féret med lav eller hgyenergifor viste at liten fysisk
aktivitet reduserer VEGF-mediert (vascular endothelial growth factor) nydannelse av blodarer
og medfgrer unormal proteinlokalisering i blodareveggen pa eksisterende vaskulatur (Figur
11). Tidligere forsgk har vist at laks med lavt aktivitetsniva har 20 % lavere hjertevekt (Castro
et al, 2013b). | dette forsgket ser vi at trening (h@y stram) stimulerer nydannelse av blodarer
som fglge av at den gkte muskelmassen i hjertets kompaktlag trenger mer oksygen ved gkt
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aktivitet. | intraperitonalt fettvev var nyrekruttering av celler hgyest i fisk med lavt
aktivitetsniva uansett diett. Dette indikerer gkt mengde intraperitonalt fettvev i inaktiv fisk, og
disse individene hadde ogsa mindre nydannelse av blodarer (lavere grad av vaskularisering)
(Figur 12). Et hgyt innhold av fett i fettceller kan medfare oksidativt stress og aktivering av
betennelsesfremmende cytokiner. Induserbar nitrogenoksid syntase (iNOS) er et tegn pa
dette, og vi fant effekt av bade diett og aktivitetsniva. Fisk pa hgyfett for viste hgyere iINOS
aktivitet enn fisk pa lavenergifér. Videre sa vi en positiv effekt av aktivitet (strgm) med
redusert oksidativt stress (Figur 13).

Oppsummert tydet vare funn pa at trening ved gkt stramhastighet farer til gkt vaskularisering
av bade hjerte- og innvollsfettvev. Videre antydet vare data at et hgyt innhold av fett i
fettceller kan medfare gkt risiko for oksidativt stress og aktivering av betennelsesfremmende
cytokiner og eikosanoider. @kt svgmmeaktivitet kan ha en positiv effekt ved a redusere grad
av fettdeponering i innvollsfett og lever og dermed a redusere risikoen for oksidativt stress og
systemiske betennelsesreaksjoner.

Figur 11  Mikroskopi av VEGF (radt) aktivitet i hjerteoverflaten hos trent (n = 5) og utrent
(n = 8) laks pa hayfett for. Svarte flekker er melanocytter i epikard. A)
Opphopninger av VEGF aktivitet i cellesamlinger som er i ferd med & danne nye
blodarer i epikard hos en trent laks. B) Lavt aktivitetsniva reduserte omradene
med VEGF positive celler og disse hadde i tillegg unormale ansamlinger av
proteinet. C) Jevn fordeling av VEGF signaler i en stgrre blodare fra trent fisk. D)
Lavt aktivitetsniva sa ut til & resultere i mer ustrukturerte blodarevegger med
manglende eller aggregerte VEGF signaler.
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Figur 12

A) HF-HC B) HF-LC

Mikroskopi av celleproliferering (PCNA, rgd) og vaskularisering (VEGF, grgnn) i
intraperitonealt fettvev. A) Hgyfett diett og trening medfarer ikke nydannelse av
fettceller (ingen rgde PCNA signaler). Nydannelse og vedlikehold av
eksisterende blodarer er mediert av VEGF. B) Utrent fisk pa hayfett diett har
aktiv rekrutering av nye fettceller (piler). Sammenlignet med trent fisk har de
lavere VEGF aktivitet utenfor allerede etablerte blodarer (pilhoder). C) Trent laks
pa lavenergifor har ingen celleproliferering og aktiv nydannelse av blodarer. D)
Lavenergifor og manglende trening resulterer i noe nydannelse av vaskulatur
(piler). Eksisterende blodarer (dpen pil) vedlikeholdes mens nydannelse er
meget lav. Antall analyserte prgver: HF-HC (n = 5), HF-LC (n = 8), LF-HC (n =
7), LF-LC (n = 6).
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Figur 13  Mikroskopi av oksidativt stress i intraperitonealt fettvev ved hjelp av
immunofluorescens pavisning av iNOS (grgnn). Cellemembraner er farget med
WGA (rad) og cellekjerner med DAPI (bld). A) | fisk fra hgyfett diett med trening
ser vi noe INOS aktivitet i adipocyttene (hvit pil) og sterkere farging av
leokocytter (pilhoder). B) Utrent laks pa hgyfett diett har meget sterk iINOS
aktivitet i mange fettceller (pil). C) Lavfett og trening gir mindre iNOS aktivitet
selv om noen celler kan vise hgyere grad av oksidativt stress. D) Lavenergifor
og lav fysisk aktivitet gir endret iINOS lokalisering som kan sees i
cellemembranen der flere celler er festet til hverandre (pilhoder). Antall
analyserte prgver: HF-HC (n = 5), HF-LC (n = 8), LF-HC (n = 7), LF-LC (n = 6).

4.3.3 Effekter pa fettforbrenningskapasiteten til hjerteceller

For at et hjerte skal fungere optimalt ma det ha stor kapasitet til & utnytte ulike neeringsstoff
som energikilde. Hjertet hos pattedyr er vist & benytte lipider som hoved-energikilde, ca 70 %
av energien kommer fra oksidasjon av fettsyrer under fysiologisk arbeidsbelastning. Hos
laksefisk har vi mindre kunnskap, men en vet at fettforbrenning er viktig ogsa for laksens
hjerte (Takle og Castro, 2013). Et av malene med denne studien var derfor & videreutvikle
metode for dyrking av hjerteceller i kultur for & muliggjere inngdende metabolske studier og
for & undersgke om trening farer til gkt utnyttelse av fett bade in vivo og in vitro.

Forut for isolering av hjerteceller (cardiomyocytter) hadde laksen blitt féret med henholdsvis
hayt eller lavt fettniva og holdt i nater med lav eller hgy vannstrgm for & stimulere til ulik grad
av svgmmeaktivitet (trening) i henhold til beskrivelsen av tilvekstforsgket i sjg.
Cardiomyocytter ble isolert fra laksehjerte fra fisk i de ulike gruppene. De isolerte
hjertecellene ble deretter dyrket i vekstmedium tilsatt den radioaktivt merkede fettsyren
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palmitinsyre som energisubstrat. Cellenes evne til & utnytte det radioaktive lipidsubstratet ble
analysert ved & male produksjonen av radioaktivt merkede oksidasjonsprodukter. Celler
isolert fra fisk i de ulike gruppene ble ogsa analysert for uttrykk av gener med en viktig
funksjon i fettomsetning. Analyseresultatene (Figur 14) viser at hjerteceller isolert fra laks
foret med hgy-fett diett har signifikant hgyere fettforbrenningskapasitet i hgystrems-gruppen
enn i lavstrams-gruppen. Dette stemmer godt overens med resultat fra vare tidligere forsgk
som har vist at trening av pre-smolt i kontrollerte forsgk signifikant gker uttrykket av en rekke
gener som er sterkt assosiert med hjertets kapasitet til & forbrenne fett (Takle og Castro,
2013).

0,07 71 Fettforbrenningskapasitet i hjerteceller s
0,06 -
0,05 -
0,04 -
0,03 b
0,02
b b
O - —————— ————
Lav strom ‘ Hoy strom Lav strom Hoy strem
Lav fett Hoy fett

Figur 14  Figuren viser hvor mye av den radioaktivt merkede fettsyren palmitinsyre som er
omdannet til kjedeforkortede (-oksidasjonsprodukter (dataene er presentert som
mengde oksidasjonsprodukter/totalt opptak av palmitinsyre). (n=4). Ulike
bokstaver viser signifikante forskjeller (p < 0,05).

Figur 15 viser en interessant svak tendens til gkt niva av frie fettsyrer (FFA) i hgystrams-
gruppene sammenlignet med lavstrams-gruppene, noe som kan tyde pa at hgyt
aktivitetsniva farer til at mer substrat er tilgjengelig for fettforbrenning i hjertecellene i disse
gruppene. Dette gjenspeiles ogsa i resultatene vist under AP4 hvor trening gker mengden
intraperitonalt fett i bade hjerte- og skjelettmuskulatur. Det var signifikant mer triglyserid
deponert i hgyfettgruppene enn i lavfettgruppen ved lav strgm.
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Figur 15

Figur 16
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Figuren viser hvor mye av den radioaktivt merkede fettsyren palmitinsyre som er
tatt opp og deponert som triglyserider (TAG) og frie fettsyrer (FFA) i hjerteceller
(dataene er presentert som prosent av totalt opptak av radioaktivt lipid). (n = 4).
Ulike bokstaver viser signifikante forskjeller (p < 0,05).

Uttrykk av B-oksidasjonsrelaterte gener i hjerteceller

3,5 - a
3 M aco a
[ W cptl
& 25
4
3 2]
=
s 1,5 -
[=
) 1
s c
s 05 - b
[}
g |

0 T
05 Lav strgm | Hoy strgm Lav strgm Hgy strgm
Lav fett hgy fett

Real-time gPCR analyse av gener med viktig funksjon i peroxisomal
(peroxisomal acyl-CoA oxidase = ACO) og mitokondriell (Carnitine
palmitoyltransferase-1 =CPT) [(-oksidasjon. resultatene er beregnet relativt til
Lav stregm Lav fett gruppen. Dataene er log 2 + SE (n = 4). Ulike bokstaver viser
signifikante forskjellers (p < 0,05).

Figur 16 viser at hjerteceller i hgystrams-gruppen fra laks féret med lav-fett diett har
signifikant hgyere uttrykk av to gener involvert i fettforbrenning sammenlignet med lav stram.
Laks pa hgy stream foret med hgy-fett diett viser i motsetning en tendens til reduksjon i
genuttrykk i kardiomyocytter av de samme genene i forhold til lavstrams-gruppen.
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Vare data stetter opp om at lipider, i laks som i menneske, er en viktig energikilde for
hjerteceller. Trening gjennom gkt stramhastighet farer videre til gkt utnyttelse av denne
viktige energikilden.

4.4  AP4: Studier av fettcellers immunfunksjon i laks

Tidligere ble fettvevet kun betraktet som et passivt energilager for triglyserider, og vevets
funksjon har derfor veert relativt lite studert. Vi har nylig vist at fettvevet i laks, som i
menneske, har flere funksjoner enn tidligere antatt. Fettvevet har bl.a. en sentral endokrin
funksjon med produksjon av hormonliknende stoffer som er viktige i reguleringen av bade
energiomsetning og betennelsesreaksjoner (Lago et al. 2007). Videre er det vist at gkende
grad av lipid akkumulering i fettceller (adipocytter) til laks farer til gkt uttrykk av gener som
koder for metabolsk stress, oksidativt stress og inflammasjon. Vare tidlige resultater antydet
dermed at fettvevets sammensetning og funksjon kan ha betydning for fiskens helse.

Fettet i for til fisk er i stadig starre grad plantebasert, noe som har fert til redusert niva av de
sunne omega-3 fettsyrene i fiskens fettvev. Vi har tidligere vist at fettsyrer som det finnes
rikelig av i planteoljer farer til stgrre grad av fettakkumulering i fettceller og hayere uttrykk av
stressrelaterte gener enn fettsyrer fra marine oljer (Todorcevic et al. 2009, 2010).

| motsetning til de fleste andre celler og vev har adipocytter og fettvev en betydelig evne til a
ekspandere. Ekspansjon av fettvevet skyldes ikke bare gkt adipocytt-starrelse som fglge av
triglyserid akkumulering, men ogsa gkning i antall adipocytter. Vi har vist at dyrking av
primaere fettceller i kultur representerer et nyttig modellsystem for studier av fettcellers
funksjon.

4.4.1 Forsgk 1: Innledende forsgk for a studere hvorvidt nivaet av de lange omega-3
fettsyrene EPA og DHA i fettceller kan pavirke immunrespons

| féringsforsgket, beskrevet i arbeidspakke 3, ble laks féret med henholdsvis hgyt eller lavt
fettnivd og holdt i nater med lav eller hgy vannstrgm for & stimulere til ulik grad av
svegmmeaktivitet (trening). Resultater fra dette forsgket tydet pa at gkt fettniva i for kombinert
med lavt aktivitetsniva kan fare til gkt risiko for gkt fettdeponering i innvollsfett, noe som igjen
kan gi gkt risiko for gkt fettdeponering i indre organer som lever og hjerte. Videre tydet
dataene pa gkt risiko for oksidativt stress og betennelsestilstand ved gkt fettdeponering i
innvollsfett. En viktig malsetting i dette prosjektet har derfor veert & undersgke hvorvidt
fettnivd og fettsyrer fra planteoljer pavirker mengde deponert fett i dyrkede adipocytter fra
laks og hvordan dette videre pavirker uttrykk av stressmarkgrer og immunrespons.

Som et innledende forsgk ble primaere adipocytter fra laks dyrket i medium tilsatt EPA og
DHA eller et kontrollmedium uten fettsyretilsetting. Vare resultater viste at gkt omega-3 niva i
fettcellene farte til lavere uttrykk av 8 pro-inflammatoriske gener (Figur 17), noe som kan
tyde pa at omega-3 fettsyrer har en anti-inflammatorisk effekt i laksens fettvev.
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Utrykk av pro-inflammatoriske gener.
(Gjennomsnitt av IL-15, STAT1, LECT2,
IL13a2, IL1B, TNFa, ALOX5 og
ALOX5AP)

Omega-3 fettsyrer

Figure 17 Real-time gPCR analyse av pro-inflammatoriske markgrer. Omega-3 gruppen er
beregnet relativt til kontrollgruppen. Dataene er presentert som-AACt+ SE
(n=5).

4.4.2 Forsgk 2: Studie av hvordan oljesyre- og DHA-anrikede adipocytter
responderer pa LPS

Resultater fra det innledende forsgket presentert over tydet pa at fettsyresammensetningen i
adipocytter kan pavirke immunrespons i laks i samsvar med hva som tidligere har blitt
beskrevet for pattedyr (Benatti et al., 2004). Videre har studier fra pattedyr vist at fedme kan
fare til endringer og/eller skader pa mitokondrienes funksjon med pafglgende gkt produksjon
av reaktive oksygen molekyler (ROS). @kt ROS produksjon kan igjen fare til oksidativt stress
i cellen og gkt produksjon av pro-inflammatoriske cytokiner, som TNF-a, IL-1 og iINOS
(Spitaler and Graier, 2002). Disse prosessene er lite kjent i fisk, men vi har tidligere vist at
fettsyrer som det finnes rikelig av i rapsolje, som oljesyre, kan fgre til stgrre grad av
fettakkumulering i laksens fettceller og med pafelgende hgyere uttrykk av oksidativt stress
relaterte gener (Todorcevic et al., 2009).

Primaere adipocytter fra laks ble dyrket i medium tilsatt enten oljesyre eller DHA eller
kontrollgruppe uten ekstra fettsyre tilsatt. Cellene ble sa tilsatt LPS (Lipopolysaccaride =
substans som dannes av sykdomsfremkallende bakterier) for & studere om forskjeller i
fettnivd og fettsyresammensetning pavirker oksidativt stress, mitokondrie morfologi og
immunrespons etter tilsetting av LPS som tidligere er vist a kunne trigge immunforsvaret i

laks (Skugor et al., 2010).

21



Figur 20 viser at celler dyrket i vekstmedium uten ekstra tilsetning av fettsyrer hadde ingen/fa
synlige fettdraper (farget grent med Lipid Tox) i cytosol. Celler dyrket i vekstmedium tilsatt
enten oljesyre (OA) eller DHA hadde relativt hgyt antall lipiddraper i cytosol og hayere niva
av FATP enn kontroll (figur 18C, E). Figuren viser videre at oljesyre farer til mer intracelluleert
lipid og hgyere FATP niva enn DHA. Dette resultatet er i samsvar med tidligere funn som
viser at fettsyrer fra vegetabilsk olje gker fettakkumulering i adipocytter i stagrre grad enn
fettsyrer fra marine lipider bade in vivo og in vitro (Todorcéevics et al., 2008; 2009;2010).

20 ym EaTp

Figur 18 LipidTox farging av lipiddrdper (grgnn) og immunfluorescens pavisning av iNOS (rgd).
Immunfluorescens analyse av FATP er vist som LUT bilde hvor hgy aktivitet er red og
hvitfarget, mens mindre mengder av proteinet er blafarget. A) FBS kontroliceller har ikke
lipiddraper og viser uttrykk av iNOS i hele cellen. FATP er beskjedent uttrykt. B) Behandling av
kontroliceller med LPS gir gkt uttrykk av iNOS i noen subcellulzere strukturer (apen pil) og
oppregulert FATP. C) Sammenlignet med kontroll gir DHA gkt antall lipid drper (hvit pil) og
iNOS aktivitet i noen subcellulzere strukturer (apen pil). FATP nivaet er ogs& gkt. D) DHA +
LPS medfarer lipolyse (ingen farging av lipid dréper), subcelluleer lokalisering av iNOS endres |
noen celler (Apen pil) og FATP niva reduseres i forhold til celler som bare har DHA i mediet. E)
OA resulterer i store lipid draper (@pen pil) samt gkt iNOS (bildet tatt med kortere lukkertid) 0g
FATP. F) Stimulering av adipocyttene med OA og LPS resulterer i lipolyse, endret
lokalisering av iNOS og opprettholdt FATP niva.

Endring av oksidativt stress ble ogsa undersgkt ved hjelp av GFP reportergen under kontroll
av Gpx1l (glutathion peroxidase 1) og Sod2 (superoxide dismutase 2) promoterene.
Konstruktene ble designet med signalproteiner for & vise subcelluleer lokalisering av disse
proteinene ved normal cellefunksjon og oksidativt stress. Mikroskopi av Sod2-GFP (Figur 19)
bekreftet overveiende mitokondriell lokalisering i kontroll cellene. Behandling med fettsyrer
og eller LPS medfarte endret fordeling i adipocyttene. | bade DHA og OA gruppene ble GFP
ogsa lokalisert i noen starre lipid draper, mest i OA gruppen. Visualisering av mitokondrier
ble oppnddd med CMXRos (Boks 1 & 2). Bildene viser at DHA i starre grad enn OA
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beskytter mitokondriene mot elongering (DHA opprettholder i stgrre grad normal
mitokondriemorfologi).

DHA SOD2-GFP

Figur 19  Adipocytter transfektert med SOD2-GFP for pavisning av oksidativt stress.
Mitokondriene er i tillegg farget med CMXRos. LUT bildene viser forskjeller i GFP
aktivitet; @kt oksidativt stress gir mer GFP aktivitet visualisert med gkt andel rgd
og hvit farge. Al) Kontrollforsgk med DHA. LUT bildet til hgyre viser generelt lav
GFP aktivitet med unntak av noen omrader i en celle. A2) Behandling med LPS i
4 timer gir gkt GFP fluorescens som vist i LUT bildet til hayre. A3) Etter 20 timers
LPS behandling har adipocyttene hgyere GFP aktivitet som falge av oksidativt
stress. Den stiplede boksen er forstgrret i Box 1 bildene. B1) Kontrollceller med
OA tilskudd gir gkt oksidativt stress sammenlignet med DHA behandling. B2-B3)
LPS behandling av celler gitt OA gir betydelig gkning av GFP aktivitet
sammenlignet med DHA+LPS. Box1) Forstagrrelse av mitokondriene i “Box 1”
(DHA + LPS 20 hrs) viser runde mitokondrier med Mitokondriefarging, GFP og
sammenstilt bilde. Box 2) Forstgrrelse av mitokondriene i “Box 2” (OA + LPS 20
hrs) viser fusjonerte mitokondrier (lange trader) samt gkning av GFP aktivitet
utenfor mitokondriene. Dette er tegn pa celluleer mistrivsel og apoptose.

Gen-ekspresjonsanalyser viste at LPS induserte pro-inflammatoriske cytokiner som TNF-a
samt cytokin reseptor IL-18 (Figur 20), noe som bekrefter at hvitt fettvev har en
immunologisk funksjon i Atlantisk laks. Sammenlignet med celler som er rike pa OA, sd viste
DHA gruppen gkt ekspresjon av IL-10 et velkjent anti-inflammatorisk cytokin.
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Figur 20 Real-time qPCR analyse av de pro-inflammatoriske markgrene TNF-a og IL1-3
viste oppregulering i LPS behandlede celler. Den anti-inflammatoriske markaren
IL-10 er hgyere uttrykt i DHA gruppene enn i OA gruppene. Dataene er log
2 £ SE (n = 4). Ulike bokstaver viser signifikante forskjellers (p < 0,05).

Oppsummert tyder vare resultater pa at fettsyresammensetningen av adipocytter kan pavirke
immunrespons i laks. Gen-ekspresjonsanalyser viste at LPS induserte pro-inflammatoriske
cytokiner som TNF-a samt cytokin reseptor IL-13, noe som bekrefter den immunrollen hvitt
fettvev har i Atlantisk laks. Sammenlignet med celler som var rike pa plantefettsyren oljesyre
(OA), sa viste den marine omega-3 fettsyren DHA gkt uttrykk av IL-10 et velkjent anti-
inflammatorisk cytokin. Vare resultater tydet videre pa at DHA i starre grad enn OA beskytter
mitokondriene  mot elongering (DHA  opprettholder i stgrre grad normal
mitokondriemorfologi).

4.4.3 Forsgk 3: Identifisering av «fedme» bio-markgrer i laks

| samarbeid med et internfinansiert prosjekt i Nofima (Ernaering-Helse), selekterte vi et utvalg
praver av innvollsfett fra fisk av samme starrelse med enten hgyt niva (fet fisk) eller lavt niva
(mager fisk) av innvollsfett for & pavise markarer ved kartlegging av genuttrykk ved hjelp av
microarray analyse.

Neermere 500 gener var forskjellig uttrykt i fet og mager fisk og de kunne grovt inndeles i
grupper av gener involvert i fett- og karbohydrat metabolismen, kommunikasjon og
signaloverfaring, regulering av cellesyklus og stress og immunresponser. Dataene tydet pa
stgrre grad a nyrekruttering av fettceller i fet fisk enn i mager fisk. | tillegg hadde fet fisk
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hgyere uttrykk av en rekke gener karakteristisk for differensiering av fettvev. Adipophilin for
eksempel var oppregulert i fet fisk og nedregulert i mager fisk. En rekke gener som er kjent
for & veere klassiske markarer for fedme i pattedyr var ogsa oppregulert i fet fisk (Tabell 4).
Matriksmetalloproteinase (MMP) 13 for eksempel er vist & positivt korrelere med graden av
fedme hos mennesker og mus (Maquoi et al., 2002). Videre var flere bindevevsrelaterte
gener (CGN), inkludert CGNVI, CD36, xantin dehydrogenase / oksidase (ABR) sveert
oppregulert i fet fisk. Solute carrier family 27 (SLC27A4) 27 (SLC27A4), ogsa kjent som
FABP4, kan brukes som en tidlig markar for utvikling av fedme (Gertow et al., 2004). | tillegg
var et stort antall av lipid metabolske gener hgyt uttrykt i fet fisk. Lipoprotein lipase (LPL) er
ansett & spille en viktig rolle i initiering og / eller utvikling av fedme (Wang og Robert, 2009).

Tabell 4 Et utvalg markegr-gener involvert i lipidmetabolismen i fet og mager fisk,
identifisert ved microarray analyse. Prgver fra 8 fete fisk og 8 magre fisk av
samme starrelse ble sammenlignet mot en normalisert kontroll bestdende av en
blanding av alle 16 fisk. Data er gjennomsnittlig (mean) log-ER (genuttrykk ratio).

Lipid metabolism Mean Fat Mean Lean Diff
Adiponectin receptor protein 1 0.99 -0.98 1.97
LDL receptor-related protein associated protein 1 0.97 -0.97 1.94
UDP-GIcNAc:bGal b-1,3-N-acetylglucosaminyltransferase 5 0.85 -0.85 1.70
Proteolipid protein DM beta 0.76 -0.76 1.52
1-O-acylceramide synthase 0.70 -0.70 1.41
Acyl-Coenzyme A dehydrogenase, very long ch isof 2 precur 0.70 -0.70 1.40
Serum paraoxonase/arylesterase 2 0.70 -0.70 1.39
Endothelial lipase precursor 0.62 -0.62 1.24
Lipoprotein lipase 0.58 -0.58 1.16
5-AMP-activated protein kinase gamma-1 subunit 0.56 -0.56 1.12

Oppsummert fant vi at en rekke gener som er kjent for & vaere klassiske markarer for fedme i
pattedyr var oppregulert i fet fisk. In vivo forsgket viste videre at bade fettniva i for og trening
kan pavirke fettdeponering i innvollsfettvevet og In vitro studien viste at hgyt fettniva i
fettceller kan pavirke immunrespons i laks. Disse dataene samlet kan tyde pa at
forsammensetning og trening pavirker fettdeponering i laks, noe som igjen kan ha stor
betydning for fiskens helse og motstandskraft mot sykdom.
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5 Vurdering av nytteverdi for sjgmatnaringen

Det viktigste direkte utbytte av dette prosjektet er gkt forstaelse for at stremhastighet og
dermed svgmmeaktivitet i tilvekstfasen i sj@ er av betydelig betydning for vekst, fiskehelse og
produktkvalitet for Atlantisk laks. Prosjektet har dermed beredt grunnen for det som bgr veere
et av hovedfokusomraddene for anvendt forskning de neermeste arene. Det ene
tilvekstforsgket som ble gjennomfgrt viste at hagy stram har potensiale til & gke tilvekst,
redusere betennelsesniva pa grunn av redusert innvollsfett, bedre hjertekapasiteten, og sist
og ikke minst bedre produktkvaliteten. Dette gir naeringen indikasjon pa at valg av
oppdrettslokaliteter med til dels hgy stram, og dermed effektiv stimulering av
svgmmeaktivitet, vil veere fordelaktig. Den gkonomiske oppsiden av & fa dette bekreftet vil
veere stor. | den forbindelse er det viktig & papeke at resultatene ogsa viser at samspillet med
foret er helt avgjgrende for & oppna positive resultat og det er derfor i saerskilt grad
samspillseffekter mellom ernaering og miljg som ma veere utgangspunktet for fremtidige
studier. Det anbefales pa det sterkeste at et tilsvarende forsgk blir satt opp igjen for a
bekrefte samspillseffektene mellom ernaeringsstatus og gkt svgmmeaktivitet, ikke minst pa
grunn av at forsgket til dels ble noe amputert av CMS utbrudd tidlig i forsgket.

Prosjektet hadde ogsad en sveert viktig dimensjon i & stimulere til ny kunnskap og
metodeutvikling pa et grunnleggende niva. @kt kunnskap om robusthetsegenskaper, altsa
hva som definerer en robust laks ved ulike livsstadier og hvilke mekanismene og markgrer
som er forbundet med dette, er et viktig forskningsfelt. Gjennom en tverrfaglig tilnserming er
det skapt ny verdifull kunnskap om robusthet i dette prosjektet. Med utgangspunkt i de
fordelaktige effektene av a trene laksen fgr smoltutsett har vi gjennom genomikkstudier og
injeksjonsmodeller identifisert gener som responder ulikt mellom robust og sarbar fisk. Dette
viser potensialet til & benytte injeksjonsmodeller som et nyttig forskningsverktay for eksempel
i optimaliseringsforsgk av ernaerings- og oppdrettsbetingelser uten & ga veien om dyre og
langvarige smitteforsgk. Forskningen er definitivt fortsatt pa et grunnforskningsniva, men for
eksempel den nye kunnskapen og forstaelsen av at gkt evne til & produsere og respondere
pa EPO, og dermed gkt evne til & produsere blodceller er viktig i karakteriseringen av robust
fisk. Tilsvarende er det av avgjgrende betydning at vi forstar bedre i hvilken grad ulike
fettsyrer og fettakkumulering pavirker laksen immunsystem og sekundaert evne til & takle
ulike infeksigse sykdommer. Grunnleggende forstaelse for mekanismer som forklarer hvorfor
noen fiskegrupper vokser bra eller darlig, har god eller darlig overlevelse er av avgjarende
betydning for at oppdrettere, forselskap i sammen med forskere skal lykkes med videre
optimalisering av produksjonsmiljget, foret og genetikken. Prosjektet har generert nye gode
markgrer som er viktige hjelpemiddel i dette optimaliseringsarbeidet og flere av markarene er
allerede i bruk i store FoU satsinger som neeringen star bak. Et eksempel er prosjektet
«Optimalisert Post-smolt Produksjon, OPP» som har fokus pa fremtidens lakseproduksjon i
semi-lukka anlegg.
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