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1 Sammendrag

Norsk sammendrag

Det overordnede formalet med prosjektet var a finne ut om inntak av en nordatlantisk fiskeolje rik pa
ketolinsyre eller inntak av ketolinsyre i ren form stimulerer kapasiteten til henholdsvis laks og
humanmodelldyrene rotte og mus til 8 omdanne a-linolensyre (ALA, 18:3n-3) fra planteolje, til de
lengre flerumettede omega-3 fettsyrene EPA og DHA.

| foringsforspk ble Atlantisk laks, med startvekt pa 170 gram, gitt tre ulike doser av hhv. sildeolje og
sardinolje i foret fram til en sluttvekt pa 480g. Diettene ble balansert for ALA og summen av EPA+DHA
pa de ulike innblandingsnivaene, mens innhold av hhv. EPA og DHA varierte slik at sildediettene hadde
hgyere innhold av ketolinsyre og DHA i forhold til sardindiettene, mens sardindiettene hadde hgyere
EPA innhold. Ved avslutning av forsgket viste laks foret med sildeolje 13 % poeng gkning i retensjon av
summen EPA+DHA i helkropp sammenlignet med fisk foret sardinoljediett. Dette til tross for et hgyere
innhold av DHA i sildeoljediettene, som kan vaere med og hemme sin egen syntese. Microarray-analyse
av lever indikerte at sildeolje i dietten medf@rte mindre grad av hemming sentrale gener i omega-3-
syntesen sammenliknet med inntak av sardinolje i dietten.

Foringsforsgk med rotter ble gjennomfgrt i samarbeid med prosjektet DodreMarin (NRF256448).
Rotter ble foret med en blanding av tobisolje (nordatlantiske fiskeoljen rik pa ketolinsyre) og
camelinaolje (planteoljen rik pa ALA forlgperen til EPA og DHA). Foringsforsgket viste at rotter kan
utnytte ALA fra camelinaolje til syntese av EPA og DHA og at gkende innhold av ketolinsyre fra tobisolje
korrelerte med gkt EPA og DHA innhold i rottenes rgde blodceller.

Effekten av ren ketolinsyre pd omdanning av ALA til EPA og DHA og potensielle kjgnnsforskjeller ble
studert i musemodell. De eksperimentelle gruppene av mus ble gitt tre ulike doser av ren ketolinsyre,
blandet i soyaolje, som sondeféring i tillegg ble en kontrollgruppe kun sondeféret med soyaolje. Pa
grunn av metodiske utfordringer med Igselighet av ren ketolinsyre i musetarmen er det vanskelig a
trekke sikre konklusjoner fra dette forsgket.

Resultater fra dette prosjektet har gitt mer kunnskap om potensielle fortrinn ved det hgye innholdet
av monoumettede fettsyrer i nordatlantiske fiskeoljer. Kunnskapen kan fgre til merverdi pa
nordatlantiske fiskeoljer. Prosjektresultatene vil ogsa gjgre naeringsaktgrene innenfor havbruk bedre
rustet til 3 vurdere hvordan ulike typer fiskeoljer i kombinasjon med planteoljer best kan utnyttes for
a gi best mulig retensjon av EPA og DHA i fisken. Prosjektet gir innledende resultater som indikerer
mulige humane helseeffekter av nordatlantiske fiskeoljer med hgyt innhold av ketolinsyre, noe som
kan fa betydningen for utnyttelsen av disse oljene inn mot helsekostmarkedet i fremtiden.



2 Innledning

2.1 Faglig bakgrunn for at prosjektet ble igangsatt

Marine oljer representerer en begrenset ressurs pa verdensmarkedet, noe som gjgr det viktig a
fokusere pa best mulig baerekraftig utnyttelse av denne verdifulle ressursen. Nordatlantiske fiskeoljer
fra sild, tobis og lodde er karakterisert av hgye nivaer av den langkjedede, monoumettede fettsyren
ketolinsyre (22:1n-11) og et moderat innhold av omega-3-fettsyrene eikosapentaensyre (EPA, 20:5n-
3) og dokosaheksaensyre (DHA, 22:6n-3). Dette skiller disse fiskeoljene fra de sgramerikanske
fiskeoljene som til sammenligning inneholder lite ketolinsyre, men mer av omega-3-fettsyrene. Vi har
relativt begrenset kunnskap om de potensielle biologiske funksjonene/ bioaktiviteten til ketolinsyre. |
det forrige FHF-prosjektet 901017 ble det imidlertid vist at ketolinsyre i ren form gkte omdanningen
av a-linolensyre (ALA, 18:3n-3), til EPA og DHA i bade humane leverceller og lakseleverceller (Figur 1).
Disse funnene var ogsa i samsvar med en 10 % hgyere retensjon av DHA i laks gitt et fér med sildeolje
rik pa ketolinsyre sammenliknet med laks gitt et fo6r med sardinolje.

Med begrenset tilgang pa fiskeolje er det viktig a stimulere bade menneskers og laksens medfgdte
evne til a produsere EPA og DHA fra omega-3-fettsyren ALA. Laks og menneske har begge kapasitet til
a omdanne ALA til de sdkalte marine fettsyrene EPA og DHA, men kapasiteten er relativt lav. Tidligere
studier har vist at det er potensial for a8 gke kapasiteten noe i begge arter. En av partnerne i dette
prosjektet, professor Graham Burdge, har tidligere vist at kvinner har en hgyere kapasitet til a
omdanne ALA til EPA og DHA, spesielt under graviditet. Menn omdanner noe ALA til
dokosapentaensyre (DPA, 22:5:n-3), men har svaert begrenset kapasitet til DHA syntese (3).
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Figur 1 Biosyntesen av EPA og DHA (16; 17).



Det er viktig & gke kunnskapen om norske fiskeoljers kvalitetsfortrinn ved deres hgye innhold
monoumettede fettsyrer (MUFA), inkludert den lange monoumettede fettsyren ketolinsyre. | dette
prosjektet gnsket vi derfor @ undersgke om inntak av nordatlantisk fiskeolje som er rik pa ketolinsyre
medfgrer gkt omdanning av planteomega 3-fettsyrer (ALA) til marine omega-3-fettsyrer (EPA og DHA)
i laks og rotte og musemodeller.

Til lakseforsgket pnsket vi imidlertid 3 justere fettsyresammensetningen litt i forhold til forrige forsgk
(FHF901017) slik at diettene med hhv. lav, medium eller hgy innblanding av fiskeolje i foret hadde
tilstrekkelig niva av ALA som er forlgperen til EPA og DHA. Summen av EPA+DHA skulle veere balansert,
men variere pa hhv. EPA og DHA slik at de reflekterte innholdet i sildeolje og sardinolje. P4 denne
maten hadde sildeféret hgyt nivd av DHA men lavt innhold av EPA, mens det var motsatt i
sardindiettene. Dermed kunne vi undersgke i hvor stor grad kapasiteten til EPA- og DHA-syntese
begrenses av hgyere DHA/EPA ratio i nordatlantisk fiskeolje sammenlignet med sgramerikansk
fiskeolje. Dette er viktig fordi ulike omega-3 kilder har ulik sammensetning av EPA og DHA, og disse
fettsyrene er vist a ha litt ulike egenskaper. DHA er i flere studier vist 3 ha en hemmende effekt pa
egen syntese i bade mennesker og laks (6; 12; 18). I tillegg ville vi kunne si noe om hvordan ketolinsyre
som del av en nordatlantisk fiskeolje pavirker fettdeponering og pigmentering.

| FHF prosjektet 901017 fant vi at ren ketolinsyre gker omdanningen av ALA til EPA og DHA i humane
leverceller. Vi ville derfor undersgke om dette ogsa skjer in vivo, og valgte a bruke mus og rotte som
modell for menneske. | et samarbeid med Bionaer prosjektet «Det beste fra to verdener» (NRF256448,
DodreMarin) finansiert av Norges Forskningsrad, foret vi rotter med en blanding av den nordatlantiske
fiskeoljen tobisolje, som ogsa er rik pa ketolinsyre, og planteoljen camelinaolje som er rik pa ALA,
forlgperen til EPA og DHA. Effekt pa in vivo kapasitet til & produsere EPA og DHA fra ALA ble undersgkt.
I museforsgket benyttet vi ren ketolinsyre, ikke en nordatlantisk fiskeolje, slik at vi kunne studere kun
ketolinsyreeffekten i musene. Siden det i studier av mennesker er vist at kvinner, spesielt under
graviditet, har bedre evne til 4 lage EPA og DHA enn menn, ville vi i tillegg undersgke om det var ulik
respons pa ketolinsyre mellom kjgnn.

2.2 Prosjektets omfang

Prosjektets totale gkonomiske ramme har vaert pa NOK 3 000 000.- fordelt pa arene 2017 og 2018.
Prosjektet har bestatt av tre hoveddeler: 1. foringsforsgk med laks, 2. foringsforsgk med mus og 3.
analyse av prgvemateriale fra det tilstgtende forskningsradsprosjektet NFR256446 (Det beste fra to
verdener; Optimal blanding av Nordatlantisk Pelagisk olje og Norsk Dodreolje for nasjonalt og
internasjonalt helsekostmarked, «DodreMarin»).

2.3 Prosjektorganisering
Nofima har administrativ ledelse av prosjektet.
Prosjektgruppe

Prosjektleder

Tone-Kari K. @stbye, ansvarlig for forspksdesign, prosjektadministrasjon og koordinering av
forskningsaktivitet og rapportering.



Prosjektdeltagere i Nofima

Odd Helge Romarheim: ansvarlig for forproduksjon og rapportering.

Gerd Berge: Ansvarlig for oppfglging av foringsforsgk pa laks, bearbeiding og
resultatrapportering fra foringsforsgk.

Bente Ruyter: Ansvarlig for design av forsgk og bearbeiding og rapportering av resultater.
Aleksei Krasnov: Ansvarlig for bearbeiding og rapportering av resultater.

Astrid Nilsson: Prosjektleder for DodreMarin og ansvarlig for bearbeiding og rapportering av
resultater.

Malfrid Bjerke, Silje K. Bergum, Marianne H.S. Hansen, Dag E Bundgaard: ingenigrer ansvarlig
for analysearbeid i prosjektet.

Prosjektdeltagere ved Universitet i Southampton

Graham Burdge: Ansvarlig for bearbeiding og rapportering av resultater fra museforsgk.

Nicola A. Irvine: Ansvarlig for bearbeiding og rapportering av resultater fra museforsgk.

Styringsgruppe

Leder: Ola Flesland: TripleNine Group 999

Arne Schei: Lergy

Aleksander K Rgnnevik: Pelagia



3 Problemstilling og formal

3.1 Prosjektets effektmal

Resultater fra dette prosjektet supplerer og understgtter funn fra det nylig avsluttede FHF prosjektet
901017. Vi har fatt gkt kunnskap om hvordan norske fiskeoljer med hgyt innhold av ketolinsyre bidrar
til bedre utnyttelse av EPA og DHA.

Prosjektresultatene er viktig for den marine ravaresektoren i Norge og kan fgre til merverdi pa
nordatlantiske fiskeoljer. Bedre dokumentasjon av helseeffekter av nordatlantiske fiskeoljer bade i laks
og menneske er viktig for a styrke naeringens omdgmme og for en videre verdiskapning.

Prosjektresultatene vil ogsa gjgre naeringsaktgrene innenfor havbruk bedre rustet til @ vurdere
hvordan ulike typer fiskeoljer i kombinasjon med planteoljer best kan utnyttes for & gi best mulig
retensjon av EPA og DHA i fisken. P4 denne maten kan prosjektresultatene bidra med kunnskap om
baerekraftig utnyttelse av den begrensede ravaren som fiskeolje representerer.

Innledende resultater fra dyremodeller kan fa betydning for en mulig utnyttelse av nordatlantiske
fiskeoljer inn mot humant konsum og helse.

3.2 Prosjektets resultatmal

Formalet med prosjektet var a finne ut om inntaket av nordatlantisk fiskeolje/ketolinsyre medfgrer gkt
produksjon og retensjon av EPA og DHA i mus og laks.

Delmalene for prosjektet:

1. Undersgke om syntesekapasiteten av EPA og DHA i laks stimuleres av ketolinsyre fra sildeolje
og om kapasiteten pavirkes av gkende DHA/EPA ratio i dietten.

2. Undersgke hvordan ulike blandinger av planteoljen (camelinaolje) og den marine oljen
(tobisolje) pavirker EPA og DHA syntesen ved bruk av rotte som modell for menneske.

3. Undersgke om inntak av ren ketolinsyre fremmer kapasiteten til omdanning av ALA til EPA og
DHA i mus og om det er kjgnnsforskjeller.

4. @ke kunnskapen om mekanismene involvert i effektene av ketolinsyre pa fettmetabolismen.



4 Prosjektgjennomfgring

4.1 Gjennomfgring av prosjekt

Prosjektet har bestatt av tre deler; lakseforsgk med nordatlantiske fiskeoljer, museforsgk med ren
ketolinsyre og analyse av prgver fra rotter foret med nordatlantiske fiskeoljer i kombinasjon med
vegetabilske oljer. Lakseforsgket og analyser av rotteprgvene har i det store og hele vaert gjennomfgrt
i henhold til opprinnelige planer beskrevet i prosjektbeskrivelsen, ingen uforutsette problemer
underveis. Analyse av prgver fra museforsgket ble noe forsinket fordi en prosjektdeltager ved
Universitetet i Southampton under prosjektperioden har veert ute i fgdselspermisjon.

4.2 Metodikk

4.2.1 Forproduksjon og formulering til lakseforsgket

De seks ulike forene (Lav Sardin, Lav Sild, Medium Sardin, Medium Sild, Hgy Sardin, og Hgy Sild) som
ble benyttet i lakseforsgket ble produsert ved Nofima Forteknologisenter. Grunndietten ble formulert
med kjemisk sammensetning som vist i Tabell 1. Alle ingredienser, med unntak av en 19% oljeblanding
(Tabell 2), ble mikset sammen til en grunnblanding. Denne grunnblandingen ble sa ekstrudert i en
Wenger TX-52 dobbeltskruet ekstruder (Wenger, USA) til pellet med ca. 3.5 mm diameter. Pelletene
ble tgrket og fordelt i seks like batcher. Hver pellet-batch ble coatet med ulike oljeblandinger av
camelinaolje, sardinolje, sildeolje og rapsolje (som beskrevet i Tabell 2) ved hjelp av en vakuum-coater
(Dinnissen, Nederland).

Foret ble formulert slik at diettene med sildeolje og sardinolje hver hadde tre nivaer av ketolinsyre.
Videre ble summen av EPA+DHA balansert slik at den var tilnaermet lik i hhv. Lav, Medium og Hgy. Niva
av EPA og DHA ble imidlertid ikke justert, slik at silde-diettene har mer DHA og mindre EPA enn sardin-
diettene.



Tabell 1 Estimert kjemisk sammensetning av diettene.

Ingredienser (%)

Estimert kjemisk sammensetning (%)

Protein 44,90
Lipid 25,10
Stivelse 7,40
Aske 8,10
Energi (MJ/kg) 22,00

Tabell 2 Oljeblandinger (% av tilsatt olje) som ble coatet pd de seks ulike férene.

Lav Sardin Lav Sild Middels Sardin Middels Sild Hgy Sardin Hgy Sild
Camelinaolje! 1,1 0,0 10,0 8,2 19,1 16,3
Sardinolje? 34,2 0,0 57,4 0,0 80,8 0,0
Sildeolje3 0,0 35,0 0,0 58,9 0,0 82,9
Rapsolje* 64,7 65,0 32,6 32,9 0,1 0,8

ILevert av Biomar, Norge; 2Lota Protein, Chile; 3Vedde, Norge; “Emmelev, Danmark.

4.2.2 Foringsforsgk med laks

Foringsforspket med Atlantisk laks ble gjennomfgrt pa Nofimas Forskningsstasjon for baerekraftig
akvakultur pa Sunndalsgra. Laks med en gjennomsnittsvekt pa 170 g ble fordelt i 18 kar (3 kar per diett,
32 fisk per kar). Alle kar hadde belteautomater for utféring, og utstyr for oppsamling av férspill. Det
ble tatt sikte pa ca. 15-20 % overforing. Forsgket ble kjgrt pa saltvann (12 liter/minutt) med en
gjennomsnittstemperatur pa 11 grader.

Pa grunn av lave oksygenverdier mot slutten av forsgket ble det foretatt uttak av fem fisk per kar for a
redusere biomasse i karene. Dette medfgrte bedrede oksygenverdiene i karene.

Forspket varte i 61 dager. Ved avslutning av forsgket hadde laksen nadd en gjennomsnittsvekt pa 490
g. Det ble tatt prgver av hel fisk ved oppstart og avslutning til kjiemisk analyse; tre sampleprgver med
fem fisk per samleprgve ved oppstart og fem fisk per kar ved avslutning. Ved avslutning av forsgket ble
fem fisk per kar veid, lever ble dissekert ut og veid fgr innfrysing i flytende nitrogen og lagring ved -80
grader til senere analyse av fettprosent, fettsyresammensetning og genuttrykksanalyse. Det ble
giennomfgrt tilfeldig uttak av prgvefisk (taperfisk ble forkastet). Det ble ikke registrert kjgnn pa fisken.

4.2.3 Beregninger og analyser fra fiskeforsgk

Lever-indeks (hepatosomatisk indeks, HSI) ble beregnet etter fglgende likning:
HSI (%) = Levervekt / Kroppsvekt * 100

Hjerte-indeks (kardiosomatisk indeks, CSI) ble beregnet etter fglgende likning:

CSI (%) = Hjertevekt / Kroppsvekt * 100



Vekstrate ble beregnet bade som SGR (spesifikk vekst rate) og TGC (termisk vekst koeffisient).
Fglgende formler ble brukt:

SGR (% d-1) = (InW2 — InW1)(t2-t1)-1 * 100
TGC = (W23 — W1Y3)/((t2-t1)*T)-1 * 1000

W1 og W2 er gjennomsnittsvekt (g) ved start (t1) og slutt (t2), og T er gjennomsnittstemperatur i
perioden.

Forfaktor (feed conversion ratio, FCR) ble beregnet etter fglgende likning:
FCR = vekt (g) av for spist / tilvekst av biomasse (g)

Samleprgver av fem fisk fra oppstart og fra hvert kar ved avslutning ble homogenisert fgr analyse av
totalfett og fettsyresammensetning. Innhold av totalfett og fettsyrer i fisk og fér, samt forinntak og
tilvekst i hvert

kar, ble brukt for a8 beregne retensjon (R) av fett og fettsyrer i fisk fra de forskjellige gruppene.
Retensjon ble beregnet etter fglgende likning:

R (%) = (Fa2-F1)/Fas * 100

Fa2 er mengde fett eller fettsyre i helfisk ved avslutning av forsgksperioden, Fal er mengde fett eller
fettsyre i hel fisk ved oppstart, og Fas er mengde fett eller fettsyre spist i Igpet av perioden.

Alle data fra fiskeforspket ble statistisk behandlet med enveis variansanalyse, for & bestemme effekt
av forskjellige foroljer. Ved signifikante forskjeller (p<0,05) ble behandlingene rangert ved bruk av
Duncan’s multiple range test. Det ble ogsa utfgrt en faktoriell analyse (toveis ANOVA) for a se pa
effektene av oljetype og niva, og eventuelt samspill.

4.2.4 Analyse av fett og fettsyresammensetning i helfisk, lever og for

Totalt fett ble ekstrahert i henhold til en metode beskrevet av Folch et al. (7). Kloroformfasen ble
dampet inn til tgrrhet under nitrogengass og lipid Igst igjen i kloroform. Methylestere av fettsyrene ble
laget etter en metode beskrevet av Mason et al. (11) og av Hoshi et al. (10). De ulike fettsyrene ble
separert i en gasskromatograf (GC, Hewlett Packard 6890) med en splitt injektor, SGE BPX70 kapillzer
kolonne (lengde 60 m, indre diameter 0.25 mm og en tykkelse pa film pa 0.25 um),
flammeionisasjonsdetektor og HP ChemStation programvare. Helium ble brukt som beeregass, og
injektor- og detektortemperatur var begge 280°C. Temperaturen ble hevet fra 50 til 180°C med en
hastighet pa 10°C min-1, og deretter hevet til 240°C med en hastighet pa 0.7°C min-1. Den relative
mengden av hver fettsyre ble bestemt ut ifra arealet under toppene i fettsyrekromatogrammet.

4.2.5 Analyse av pigment i laksefilet

Pigment-innhold i filet ble analysert i hht. Bjerkeng et al. (1).



4.2.6 Analyse av kjemisk sammensetning i laksefilet

Prgver av for ble analysert for tgrrstoff (tgrking ved 105°C, 16-18 timer, til konstant vekt), nitrogen
(Kjeltech Auto Analyser, Tecator, Hogands, Sweden), totallipid (Folch et al., 1957), energi
(bombekalorimeter; Parr 1271, Parr, Moline, IL, USA), og aske (forbrenning, deretter 3-4 timer ved
550°C til konstant vekt).

4.2.7 Analyse av genuttrykk (microarray) i lakselever

To fisk per kar, totalt seks fisk per féringsgruppe ble selektert til transkriptomanalyse. RNA ble isolert
fra lever ved bruk av Biomek 4000 robot. Nofimas 44k mikroarray Salgeno ble benyttet til microarray
analysen, og Nofimas bioinformatikk pipeline STARS ble brukt til databehandling. Differensiell forskjell
i uttrykk av gener (DEG) ble valgt med lave strenghetskriterier som vanligvis brukes pa foringsforsgk:
log2-ekspressjonsforhold> | 0,6 | (1.5 ganger) og p <0.05.

4.2.8 Foringsforsgk med rotte (DodreMarin)

| DodreMarin-prosjektet (NFR256446) ble det i regi av Universitetet i Bergen gjennomfgrt et
foringsforsgk pa overvektige rotter (Zucker rotter). Seks grupper rotter (seks rotter i hver gruppe) ble
gitt forspksfor i en periode pa fire uker. Intervensjonsperioden startet da rottene var 11-13 uker gamle
og veide 426 + 16 g. Rottene ble gitt en diett basert pa AIN-93G-anbefaling for voksende rotter med
unntak av lipidmengde og type. Kontroll-dietten inneholdt 12 % soyaolje, mens forsgksdiettene
inneholdt 7 % soyaolje + 5 % forsgksolje (tobis og/eller camelinaolje) som indikert i Tabell 3. Ved
foringsperiodens slutt ble tatt prgver av blod og ulike organer. De ulike prgvene ble analysert som en
del av bade hovedprosjektet NFR256446 (DodreMarin) og dette prosjektet (FHF 901353, ketofisk2).
Fettsyresammensetningen i for og rgde blodlegemer ble bestemt av Eurofins som en del av
DodreMarin prosjektet mens genuttrykk i milt og lever (se 3.2.7) ble undersgkt i dette prosjektet.
Resultater fra fettsyreanalyse av rgde blodceller blir beskrevet i denne rapporten, mens fullstendig
presentasjon av resultater vil foreligge i rapport fra DodreMarin.

Tabell 3 Sammensetning av forsgksolje som utgjorde 5 % av dietten.

Nr Diett Soyaolje Tobisolje! Camelinaolje?
1 Kontroll 100 %

2 100To 100 %

3 Mix 1

4 Mix 2 Mix 1-3 inneholdt tobisolje og camelinaolje i ulike blandingsforhold

5 Mix 3

6 100Do 100 %

lyedde (Langevag, Norge)
2Norsk Matraps (Askim Frukt og Baerpresseri, Norge)



4.29 Foringsforsgk med mus

Fire grupper av mus ble sondeféret med enten kontrollolje (100 ulL ren soyaolje) eller et av tre ulike
nivaer av ren ketolinsyre i soyaolje (0.25 mg/100 uL, 0.5 mg/100uL eller 1 mg/100 uL) i 76 dager. Hver
gruppe besto av 10 hann-mus og 10 hunn-mus. Etter avsluttet forsgk ble vekt registrert og prgver tatt
av lever og blod. Grunnet hemolyse i blodprgvene ble det ikke analysert for fettsyresammensetning i
rede blodceller.

Lever ble benyttet til analyse av fettsyresammensetning i fosfolipider. Fgrst ble lever homogenisert i
flytende nitrogen. Ekstraksjon av lipid ble utfgrt i hht. Folch et al. (7) etterfulgt av fastfase-ekstraksjon
av fosfatidyletanolamin (PE) og fosfatidylkolin (PC) fraksjoner (4). Prgvene ble transmetylert og
analysert ved gasskromatografi (5).
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5 Oppnadde resultater og diskusjon

5.1 Foringsforsgk med laks

5.1.1 Fettsyresammensetning av forsgksfor

En oversikt over fettsyresammensetningen i de seks ulike diettene er vist i Tabell 4. Diettene ble
balansert for ALA og summen av EPA+DHA innad pa de tre ulike innblandingsnivaene, mens ratioen av
DHA/EPA var hgyere i sildeoljediettene enn i sardindiettene.

Fettsyresammensetningen i foret viste at det var en liten forskjell i niva av ALA i de sammenliknbare
innblandingsnivaene, med 5.5-5.8 % i Lav, 3.6-4.0 % i Medium og 1.5-2.2 % i Hgy gruppene. Stgrst
variasjon var det i Hgy gruppene med en forskjell pa 0.7 %.

Andelen ketolinsyre i foret gkte med gkende innblanding av fiskeolje i diettene, og forene med sildeolje
hadde hgyere innhold enn sardinférene. | sardinforet varierte ketolinsyrenivaet fra 0.9, 1.9 til 2.7 %,
mens det i sildeféret 13 pa hhv. 6.3, 11.6 og 17.1 %. Innhold av ketolinsyre i foret bidro til at summen
av umettede fettsyrer var hgyere i sildediettene, selv om sardinforet hadde hgyere niva av bade 16:1
og 18:1.

Sardinforene hadde hgyere innhold av EPA enn tilsvarende sildefér, mens innholdet av DHA var lavere
i sardinforet. Dette fg@rte til at ratioen av DHA/EPA varierte fra ca. 0.5 i sardinoljediettene til mellom
1.2-1.6 i sildeoljediettene. Summen av EPA+DHA var imidlertid relativt like i de sammenliknbare
forene, og varierte fra 5.6-5.7 % i Lav, 9.2-10.0 % i Medium og 12.0-13.3 % i Hgy. Niva av summen
EPA+DHA i féret |a pa 1.3-3.0 % og er i hht. behov (2; 15).

Summen av mettede fettsyrer var noe hgyere i sardinforet enn sildeféret, og skyldes i stor grad niva
av 16:0. De sammenliknbare diettene Lav, Medium og Hgy har derimot relativt likt niva av bade
summen av omega-3 og omega-6 fettsyrer.

11



Tabell 4

Fettsyresammensetningen (% av totale fettsyrer) av de seks férene.

Medium

Lav Sardin Lav Sild sardin Medium Sild Hgy Sardin Hgy Sild
22:1n-11 0,9 6,3 1,9 11,6 2,7 17,1
18:3n-3 5,5 5,8 3,6 4,0 1,5 2,2
> SAT 16,3 13,0 22,2 16,7 27,7 20,3
> MUFA 51,1 54,7 43,6 51,2 37,1 47,8
> n-6 16,5 16,6 12,6 12,5 8,3 8,7
>n-3 12,0 12,3 15,8 14,0 18,1 18,4
> EPA+DHA 5,6 5,7 10,0 9,2 13,3 12,0
DHA/EPA 0,47 1,19 0,47 1,30 0,51 1,59
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5.1.2 Vekst

Laksen vokste godt i forsgksperioden og hadde nesten tre-doblet vekten fra 170 g ved start for alle grupper, til nesten 500 g ved forsgksslutt. Det var ingen
forskjell i verken vekstrate eller forfaktor mellom gruppene (Tabell 5). Bade SGR (1.69-1.73) og TGC (3.38-3.49) er innenfor normale verdier, og forfaktoren 13
pa 0.70-0.74. | forrige studie med nordatlantiske fiskeoljer (FHF 901017) fant vi heller ingen forskjell i tilvekst, noe som heller ikke er forventet nar eneste
forskjell mellom férene er oljekilde.

Tabell 5 Vekstparameter (gjennomsnitt med standardfeil, n=3). Startvekt for alle grupper var 170 g.

To-veis ANOVA En-veis

ANOVA

Lav Sardin Lav Sild Medium Sardin Medium Sild Hgy Sardin Hoy Sild Oljetype.z, Nivd, Samspi!l p-verdi

p-verdi p- p-verdi
verdi
Sluttvekt 497,1 18,9 | 4939 21,6 | 481,44 10,1 505,5 3,1 487,4 28,9 | 4974 2,7
+ + + + + +

(g) 9 - 5 4 - 7 6 B 1 0 - 2 7 - 5 7 - 1 0,95 0,80 0,37 0,75

SGR? 1,72 + 0,01 1,73 + 0,03 1,69 + 0,01 1,73 + Oio 1,70 + 0,02 1,69 + 0,10 0,47 0,39 0,40 0,50
0,0 0,0

TGC? 3,45 + 0,03 3,47 + 0,08 338 + 0,02 3,49 t 3 3,42 + 0,06 3,39 t ) 0,40 0,48 0,33 0,48
0,0 0,0

FCR3 0,74 + 0,01 0,73 + 0,02 0,72 + 0,01 0,74 £ 0 0,73 + 0,01 0,70 t ) 0,39 0,18 0,28 0,26

1Spesfikk vekstrate, 2Termisk vekstfaktor, 3Forfaktor
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5.1.3 Organindeks og kondisjonsfaktor

Det var ingen signifikante forskjeller i hepatosomatisk indeks, kardiosomatisk indeks eller
kondisjonsfaktor (Tabell 6).

Tabell 6 Organdindeks (HSI, CSl) og kondisjonsfaktor (gjennomsnitt med standardfeil, n=3).

En-veis
Lav Sardin Lav Sild Medium Sardin Medium Sild Hgy Sardin Hgy Sild ANOVA
p-verdi

HSt 1,32 + 014 130 + 016 138 + 021 137 + 0,14 1,45 + 0,11 1,37 * 0,14 0,10
csi? 008 + 001 008 + 001 008 + 001 0,08 0,005 0,08 0,01 008 + 0,01 0,32
cP 139 + 002 135 + 002 134 + 002 135 + 0,02 1,27 + 009 135 + 0,01 0,51

I+
I+

1Hepato-somatisk indeks, 2Kardio-somatisk indeks, 3Kondisjonsfaktor,

5.1.4 Dgdelighet

Det var <4 % dgdelighet i Ippet av forsgksperioden, og ingen signifikante forskjeller mellom gruppene,
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5.1.5 Fett og fettsyresammensetning i lever

Det var normalt innhold av fett i lever med mellom 4,5-5,6 % for de ulike foringsgruppene (Figur 2),
Type fiskeolje hadde ingen signifikant effekt pa niva av leverfett, mens innblandingsniva av fiskeoljene
har en betydning, Gruppene med hgyest innblanding av fiskeolje hadde noe lavere niva av leverfett
enn gruppen med lav innblanding, Dette kan skyldes at Hgy gruppene fikk et for med hgyere niva av
omega-3 fettsyrer (12,0-13,3 %) sammenliknet med Lav gruppene (5,6-5,7 %), Tidligere studier har vist
lavere fettinnhold i lever fra laks foret med hgye nivaer av omega-3-fettsyrer fra fiskeolje (13; 14),

Langkjedede monoumettede fettsyrer er fra litteraturen indikert & kunne gke fettsyreforbrenning (8;
9), og i forrige lakseforsgk (FHF 901017) hadde vi antydning til lavere fettniva i lever fra laks féret med
sildolje i dietten (6,6-8,4 %) sammenliknet med lever fra laks foret med sardinolje (9,5-11,6 %), Det
lave fettnivaet i lever i dette forspket gjgr at det antageligvis er vanskelig a se en potensiell effekt av
oljetype pa leverfett,

Leverfett

7,0

60 1 T
5,0

T
T T -

10 ANOVA Type Niva Type*Niva

30 p=003 p=049 p=0,006 p=0,5

2,0

1,0

0,0

Lav Sardin  Lav Sild Medium  Medium Hgy Sardin Hgy Sild
Sardin Sild

En-veis To-veis ANOVA

%

Figur 2 Fettniva i lakselever (gjennomsnitt med standardfeil, n=3), Statistiske forskjeller ble evaluert med
en-veis ANOVA og to-veis ANOVA og er vist i tabellen med p-verdier,

Alle sildegruppene hadde mer ketolinsyre (22:1n-11) i lever enn sardingruppene, og viste tydelig dose
respons (vist som % av totale fettsyrer) i forhold til innhold av 22:1n-11 i foret (Figur 3, Figur 4),

Bade fiskeoljetype og innblandingsniva i foret viste signifikant effekt pa leverinnhold av EPA, Det var
imidlertid relativt sma forskjellene i leverinnhold av EPA mellom sild- og sardingruppene i forhold til
innholdet av EPA i foret, Sardin Hgy fikk 8,8 % EPA i foret sammenliknet med 4,6 % i Sild Hgy, mens
leverinnholdet av EPA var pa hhv, 2,1 mg/g (Sardin Hgy, 6,4 % av totale fettsyrer) og 1,8 mg/g (Sild
Hay, 4,3 % av totale fettsyrer), Dette viser at en i sildegruppen finner igjen relativt mer i lever enn det
som finnes i foret sammenliknet med sardin gruppen,

Innhold av DHA var hgyere i sildeforet (3,1-7,3 %) enn i sardinforet (1,8-4,5 %), og bade fiskeoljetype
og innblandingsniva ga signifikant effekt pa mg/g DHA i lever (men ingen effekt av fiskeoljetype pa %
DHA), Ratioen mellom DHA og EPA i sardinforene |a pa ca, 0,5, mens den for sildeforene 1a pa 1,2-1,6,
| lever var denne ratioen derimot ca, 3 for sardingruppene og ca, 4 for sildegruppene, og kan tyde pa
enten gkt omdanning fra EPA til DHA, gkt deponering av DHA eller gkt forbrenning av EPA relativt til
DHA,
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Det var ingen signifikant effekt av type olje pa ALA (bade mg/g og %), men innblandingsniva pavirket
ALA i lever,

18:3n-3 22:1n-11
0,6 0,6
0,5 0,5
0,4 T 0,4 “V
ao oo
®0,3 W 0,3
€ €
0,2 0,2
i 1 -~ 1l
0,0 . 0,0
Lav  LavSild Medium Medium Hgy Hgy Sild Lav  LavSild Medium Medium Hgy Hgy Sild
Sardin Sardin Sild Sardin Sardin Sardin Sild Sardin
22:6n-3
20:5n-3
8,0 8,0
7,0 7,0
6,0 6,0 T
5,0 5,0
2 2
o 4,0 o 4,0
€ 1S
3,0 3,0
2,0 - 2,0
1,0 I i I I 1,0
0,0 0,0
Lav  LavSild Medium Medium Hgy Hgy Sild Lav  LavSild Medium Medium Hgy Hgy Sild
Sardin Sardin Sild Sardin Sardin Sardin Sild Sardin

To-veis ANOVA
En-veis ANOVA

Type Niva Type*Niva
18:3n-3 p =0,02 p=0,11 p=0,004 p=0,69
22:1n-11 p <,0001 p<,0001 p=041 p=0,72
EPA p = 0,0007 p=0,0005 p=0,001 p=0,66
DHA p = 0,004 p=0,001 p=001 p=0,57

Figur 3 Fettsyrer (mg/g) i lakselever (gjennomsnitt med standardfeil, n=3), Statistiske forskjeller ble
evaluert med en-veis ANOVA og to-veis ANOVA og er vist i tabellen med p-verdier,
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18:3n-3 22:1n-11
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lav  LlavSild Medium Medium Hgy Hgy Sild lav.  Llavsild Medium Medium Hgy  Hgy Sild
Sardin Sardin Sild Sardin Sardin Sardin Sild Sardin
To-veis ANOVA
En-veis ANOVA
Type Niva Type*Niva
18:3n-3 p=0,05 p=0,12 p=0,01 p=0,8
22:1n-11 p <,0001 p<,0001 p=0,003 p =0,05
EPA p <,0001 p<,0001 p<,0001 p=0,39
DHA p <,0001 p=0,12 p<,0001 p=0,97
Figur 4 Fettsyrer (% av totale fettsyrer) i lakselever (gjennomsnitt med standardfeil, n=3), Statistiske

forskjeller ble evaluert med en-veis ANOVA og to-veis ANOVA og er vist i tabellen med p-verdier,
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5.1.6 Fett og fettsyresammensetning i fillet

Det var ingen forskjell i fettinnhold i filet mellom fiskeoljegruppene med hhv, lavt, medium og hgyt
innblandingsniva (Figur 5), Innblandingsniva viste heller ingen effekt pa fett i filet, men det var en trend
til samme mgnster som i lever (p=0,06),

Fett i filet

14,0
12,0

10,0
8,0 En-veis To-veis ANOVA

%

6,0 ANOVA  Type Nivd  Type*Niv3
4,0 p=0,15 p=04 p=006 p=0,39
2,0
0,0

Lav  Lav Sild Medium Medium Hgy Hgy Sild
Sardin Sardin  Sild  Sardin

Figur 5 Fett i laksefilet (%) (gjennomsnitt med standardfeil, n=3), Statistiske forskjeller ble evaluert med en-
veis ANOVA og to-veis ANOVA og er vist i tabellen med p-verdier,

Fettsyresammensetningen i filet viste i stor grad samme mgnster som for lever (Figur 6, Figur 7), Det
var signifikant effekt av bade fiskeoljetype og innblandingsniva pa ALA, ketolinsyre, EPA og DHA (mg/g
og %) i filet i tillegg til en samspillseffekt av for og innblandingsniva pa % ALA, ketolinsyre, EPA og DHA
i filet,

Sardingruppene hadde fatt et hgyere innhold av EPA i foret og viste ogsa noe hgyere innhold i filet,
Sildegruppene derimot hadde fatt et fér med hgyere innhold av ketolinsyre og DHA enn
sardingruppene, hadde hgyere innhold av disse fettsyrene i filet, Dette resulterte i en DHA/EPA ratio i
filet pa 2,2-2,6 for sildegruppen og 1,2-1,8 for sardingruppen, Sammenliknet med DHA/EPA ratioen i
foret og ogsa retensjonsverdiene av fettsyrene i helkropp, sa kan dette mest sannsynlig forklares med
gkt syntese og deponering av DHA og eller EPA forbruk relativ til DHA (omdanning og forbrenning),

Innholdet av ALA i foret var forsgkt balansert i de ulike innblandingsnivaene, men ble noe hgyere i
sildegruppene og resulterte i hgyere niva av ALA i filet i disse gruppene,
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To-veis ANOVA
En-veis ANOVA

Type Niva Type*Niva
18:3n-3 p <,0001 p=0,02 p<0001 p=0,29
22:1n-11 p <,0001 p<,0001 p<,0001 p<,0001
EPA p <,0001 p<,0001 p<,0001 p=0,0004
DHA p <,0001 p<,0001 p<0001 p=0,1

Figur 6 Fettsyrer (mg/g) i laksefilet (gjennomsnitt med standardfeil, n=3), Statistiske forskjeller ble evaluert
med en-veis ANOVA og to-veis ANOVA og er vist i tabellen med p-verdier,
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To-veis ANOVA
En-veis ANOVA
Type Niva Type*Niva
18:3n-3 p <,0001 p<,0001 p<,0001 p<,0001
22:1n-11 p <,0001 p<,0001 p<,0001 p<,0001
EPA p <,0001 p<,0001 p<,0001 p<,0001
DHA p <,0001 p<,0001 p<,0001 p<,0001

Figur 7

Fettsyrer (% av alle fettsyrer) i laksefilet (gjennomsnitt med standardfeil, n=3), Statistiske forskjeller

ble evaluert med en-veis ANOVA og to-veis ANOVA og er vist i tabellen med p-verdier,
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5.1.7 Retensjon

Retensjon i helkropp er den andelen av en mengde neaeringsstoff spist, og som blir deponert fisken, for
en gitt periode (i % av mengde spist), For fettsyrer er dette tilsynelatende retensjon siden det er et
netto resultat inkludert resultat av metabolisme,

Bade oljetype og innblandingsnivd har en signifikant effekt pa retensjon av summen EPA+DHA i
helkropp (Tabell 7), Siden sildeolje- og sardinoljediettene ikke hadde likt niva av hhv, EPA og DHA, men
var balansert for summen av EPA+DHA, vil retensjon av summen EPA+DHA vzre det beste malet pa
metabolisme og deponering av disse fettsyrene, Gruppen gitt den hgyeste innblandingen av sildeolje
(Sild Hgy) viste hgyere retensjon av summen EPA+DHA (13 %) enn Sardin Hgy, og indikerer en bedre
kapasitet til 8 omdanne ALA til EPA og DHA, Dette samsvarer med funnene fra FHF 901017 som viste
ca, 10 % hgyere retensjon av summen EPA+DHA i laksen som ble gitt den hgyeste innblandingen av
sildeolje sammenliknet med sardinolje, Hgyere retensjon av DHA i sardingruppene kan forklares med
et lavere innhold av DHA i sardindiettene enn i sildediettene, Hgyere retensjon av EPA i sildegruppene
enn i sardingruppene, spesielt for Hgy gruppene som viste 86 % retensjon av EPA i Sild Hgy og 63 % i
Sardin Hgy, tyder pa hgyere grad av syntese av EPA fra ALA i sildegruppene enn i sardingruppene,
Hegyere retensjonen av 22:5n-3 i alle sildegruppene sammenliknet med sardingruppene, styrker ogsa
hypotesen om kapasitet til omega-3 syntesen en hgyere kapasitet til videre elongering av EPA i disse
gruppene, Dette stemmer godt overens med in vitro resultater fra FHF901017 som viste at ketolinsyre
stimulerer flere trinn i omega-3-synteseveien,

Heyt niva av ketolinsyre i sildediettene kan forklare en bedret retensjon av summen EPA+DHA,
Sildediettene hadde imidlertid ogsa hgyere innhold av DHA, som potensielt kan hemme sin egen
syntese (6; 12; 18), Til tross for hgyere DHA innhold i sildedietten enn i sardindiettene viste Sild Hgy
bedre retensjon av summen EPA+DHA enn Sardin Hgy, Dette tyder pa at ketolinsyre kan motvirke en
inhiberende effekt av DHA,

Retensjonen av ketolinsyre var relativt lik mellom de ulike sardingruppene (60-69 %) sammenliknet
med sildegruppene (62-63 %), og viste ingen signifikant effekt av verken fiskeoljetype eller niva, En
forklaring kan veaere at ketolinsyre er en god energikilde for laks og har gatt inn i B-oksidasjon for
energiproduksjon,
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Tabell 7 Retensjon av utvalgte fettsyrer (%) i laks (gjennomsnitt + standardfeil, n=3),
En-veis To-veis ANOVA
. . . . e . . ANOVA - s
Lav Sardin Lav Sild Medium Sardin Medium Sild Hgy Sardin Hoy Sild Type (p- Nivd (p-  Type*Niva
(p-. verdi) verdi) (p-verdi)
verdi)
22:1n-11 60 + 16 63 + 6 60 + 7 62 * 2 69 * 2 62 + 3 0,7 0,79 0,55 0,45
20:5n-3 51 + 1 58 + 5 56 + 2 62 + 1 63 + 2 86 + 4 <,0001 <,0001 <,0001 0,0007
22:6n-3 137 + 15 100 = 8 126 * 8 95 * 5 110 3 96 + 4 0,0002 <,0001 0,03 0,09
SEPA+DHA 79 + 5 81 + 7 78 + 4 81 + 3 79 + 2 92 + 4 0,02 0,01 0,05 0,08

22



5.1.8 Pigment

Det er ingen signifikante forskjeller mellom de seks foringsgruppene pa innhold av astaxanthin i filet
(Figur 8), men det er en tendens til hgyere astaxanthin nivaer i sildegruppene enn sardingruppene og
kan forklares med hgyere DHA innhold i foret, Tidligere forsgk har vist en korrelasjon mellom DHA og
astaxanthin-metabolismen, Det er effekt av innblandingsnivd pa idoxanthin (p = 0,02), et
omdanningsprodukt av astaxanthin,
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Astaxanthin Idoxanthin
To-veis ANOVA
En-veis ANOVA
Type Niva Type*Niva
Astaxanthin p=0,54 p=0,15 p=0,62 p=0,65
Idoxanthin p=0,05 p=049 p=0,02 p=0,14

Figur 8 Pigment (mg/kg) i laksefilet (gjennomsnitt med standardfeil, n=3), Statistiske forskjeller ble evaluert
med en-veis ANOVA og to-veis ANOVA og er vist i tabellen med p-verdier,
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5.1.9 Genuttrykksanalyse

Totalt ble ca, 400 gener differensielt uttrykt som resultat av gkende innblanding av hhv, sardin og
sildeolje i foret til laks, Av disse var ca, 10 % relatert til lipid metabolisme,

Microarray-analysen viste at gkende innhold av sardinolje i foret ga sterkere nedregulering av genet
for delta5 desaturase (d5fads), som er et sentralt enzym i omega-3 syntesen, enn gkende innhold av
sildeolje i foret, Dette til tross for at sildeolje inneholdt mer DHA enn sardinoljen, og DHA er tidligere
vist & kunne hemme omega-3 syntesen og dermed ogsd sin egen syntese (6; 12; 18), @kende
innblanding av sildeolje i foret ga gkende niva av ketolinsyre, som vi i tidligere studier har vist kan
stimulere syntesen av EPA og DHA (FHF901017), Innholdet av ketolinsyre i sildeolje kan vaere en grunn
til at vi ikke ser den forventede hemmingen av omega-3 syntesen som fglge av hgyt innhold av DHA i
sildeolje,

Gruppen som fikk det hgyeste innholdet av sardinolje hadde ogsa nedregulert genuttrykk av elongase6
(elovl6), som er involvert i syntesen av lange fettsyrer, mens sildeolje ikke viste noen hemmende effekt,
Videre viste gkt innhold av sildeolje i foret en oppregulering av enkelte andre gener involvert i
fettsyreoksidasjon (acsm3) og lipid katabolisme (plcd1), Andre studier har vist at langkjedede
enumettede fettsyrer kan gke fettforbrenning i rotter (9),

@kt innblanding av bade sild og sardinolje i féret ga nedregulering av mange lipidrelaterte gener,
deriblant kolesterol relaterte gener som sc5d, hmgcsi, fdps, cyp51al og sqle, Endringer i uttrykk av
gener involvert i kolsterolsyntese kan skyldes nivaforskjeller av kolesterol i féret, Innhold av kolesterol
i foret ble imidlertid ikke analysert, og det er derfor vanskelig a forklare disse funnene,
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Tabell 8 Lipidrelaterte gener, Tabellen viser differensielt uttrykte gener i hhv Sild og Sardin gruppene med
gkende innblanding av fiskeolje i dietten, Kolonnene Medium-Lav og Hgy-Lav viser gener som er
opp- eller nedregulert i hhv, Medium og Hgy gruppene ndr de sammenliknes med Lav gruppene,
Radlige farger indikerer signifikant oppregulering mens grannlige farger indikerer signifikant

nedregulering,
Prosess Navn Gen Sild Sardin
Medium- Hoy- Medium- Hay-
Lav Lav Lav Lav
Fatty acid hydroxylase domain-
containing protein 2 faxdc2 0,84 0,42 -0,06 | -0,23
Stearoyl-CoA desaturase b scd 0,32 0,09 -0,70 | -0,73
Diacylglycerol O-acyltransferase 2 dagt2 0,38 0,18
acyl carrier protein, mitochondrial-like ndufabl 0,34 0,59
Lipid/fettsyresyntese Alkylglycerol monooxygenase agmo 0,25 -0,02 -0,75
Stearoyl-CoA desaturase b scd 0,08 0,08 -0,77
phosphatidylserine decarboxylase pisd 0,05 -0,55
phosphatidylserine decarboxylase
proenzyme-like, X1 pisd 0,05 -0,56
fads1,
Fatty acid desaturase 1 d5fads -0,27 -0,57
fads1,
Fatty acid desaturase 1 d5fads -0,28 -0,48 -0,77
MID1 interacting protein 1a midlipl -0,61 -0,40 | -0,77
Acetyl-coenzyme A transporter 1 slc33al -0,19 -0,63 0,80
ELOVL family member 6, elongation of
long chain fatty acids elovle 0,11 0,09 -0,37
Sphingosine kinase 2 sphk2 0,61 -0,02
Adiponectin adipoq 0,79 0,51 -0,15 | -0,31
Lipidmetabolisme Angnoponetm-related protein 4 angptl4 0,33 1,16 0,01 | -0,16
Lipid phosphate phosphatase-related
protein type 1 plpprl 0,17 0,34 -0,79 | -0,73
phospholipase DDHD2-like, X1 ddhd2 0,03 -0,70 0,50 0,35
Acetoacetyl-CoA synthetase aacs -0,16 -0,33 -0,68
Acyl-CoA synthetase long-chain family
member 4a acsl4
Ceramide synthase 5 cers5
Acetyl-CoA acetyltransferase, cytosolic acat2
Acyl-coenzyme A synthetase,
mitochondrial acsm3
monoglyceride lipase mgll
Lipid katabolisme 1-phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate
phosphodiesterase delta-1-like plcdl
Endothelial lipase lipg
Endothelial lipase lipg
24-hydroxycholesterol 7-alpha-
hydroxylase cyp39al
Lanosterol 14-alpha demethylase cyp5lal
) Sterol-C5-desaturase sc5d
Sterolmetabolisme 3-hydroxy-3-methylglutaryl-Coenzyme
A reductase a hmgcr
Lanosterol synthase Iss
Lanosterol 14-alpha demethylase cyp5lal
Squalene monooxygenase sgle
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Diphosphomevalonate decarboxylase mvd
methylsterol monooxygenase 1 msmol
Isopentenyl-diphosphate Delta-

isomerase 1 idil
insulin-induced gene 1 protein-like insigl
Squalene monooxygenase sqle
Squalene synthase fdftl
Insulin induced gene 1 insigl
Mevalonate kinase mvk
Hydroxymethylglutaryl-CoA synthase,

cytoplasmic hmgcsl
Sterol-4-alpha-carboxylate 3-

dehydrogenase, decarboxylating nsdhl
Farnesyl diphosphate synthase fdps
Farnesyl diphosphate synthase fdps
Sterile alpha and TIR motif-containing

protein 1 sarml
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5.2 Foringsforsgk med rotte

Dette FHF prosjektet hadde et samarbeid med NFR prosjektet DodreMarin (NFR256446) hvor det ble
undersgkt in vivo effekt av ketolinsyre som del av en tobisolje, Det ble studert om det finnes en optimal
blanding av tobisolje og camelinaolje (med hgyt innhold av ALA) for gkt utnyttelse og omdanning av
ALA til EPA og DHA,

5.2.1 Fettsyresammensetning i dietten

Fettsyresammensetningen av rottediettene reflekteres av andelen camelinaolje og tobisolje (Tabell 9),
| motsetning til gruppen med 100 % camelinaolje i forspksoljen (100Do), som ikke inneholdt marine
fettsyrer, hadde foret med 100 % tobisolje i forsgksoljen (100To) 8,7 % ketolinsyre, 6,0 % EPA 0g 5,3 %
DHA (Tabell 9), Foret med 100 % tobisolje i forsgksoljen hadde imidlertid lavere innhold av 18:2n-6
(24,8 % versus 34,2 %) og ALA (3,7 % versus 25,3 %) enn foret med camelinaolje, Camelinaolje
karakteriseres nettopp av hgyt innhold av ALA, derfor det hgye innholdet av ALA i 100Do-foret, Forene
som inneholdt en blanding av camelinaolje og tobisolje hadde en intermedizer fettsyresammensetning,
Kontrollféret var soyaolje-basert og inneholdt hgyt nivd av 18:2n-6 (55,0 %), | likhet med
camelinaoljeféret (100Do) inneholdt kontrollforet verken ketolinsyre, EPA eller DHA,

Tabell 9 Fettsyresammensetning (% av totale fettsyrer) i rotteférene,

Kontroll 100To Mix 1 Mix 2 Mix 3 100Do

22:1n-11 0 8,7 6,71 4,15 2,1 0

18:3n-3 6,9 3,7 9,29 15,03 20,29 25,27
> SAT 15,71 19,27 17,53 15,59 13,85 12,24
> MUFA 21,72 32,85 31,35 29,07 27,42 25,58
Y n-6 54,99 24,81 26,41 29,5 31,55 34,18
Y n-3 6,9 18,29 20,66 22,12 23,93 25,27
> EPA+DHA 0 11,25 8,78 5,43 2,77 0

5.2.2 Fettsyresammensetning i rede blodceller

Fettsyresammensetningen i rede blodceller reflekterte i stor grad fettsyresammensetningen i foret til
rottene, Kontrollgruppen som fikk soyaolje uten EPA og DHA i foret hadde lavest innhold av EPA, DPA
og DHA i blodet, mens gkende innhold av tobisolje i dietten resulterte i gkende niva av disse omega-3
fettsyrene, Gruppen foret med 100 % camelinaolje som forsgksolje (100Do) fikk ikke EPA og DHA i
foret, men viste likevel gkt innhold av EPA, DPA og DHA i rgde blodceller sammenliknet med kontrollen,
og er rottens egenproduksjon av fettsyrene, Camelinaolje har et hgyt innhold av forlgperen til EPA og
DHA, ALA, og korrelasjonsanalyse viste en negativ korrelasjon mellom ALA i foret og EPA niva i rgde
blodceller, og var nesten signifikant for DHA (Tabell 10), Dette kan tyde pa at rottene har utnyttet ALA
i foret til syntese av EPA og DHA,

De to gruppene som fikk hgyest innhold av tobisolje som forsgksolje i foret (100 % tobisolje og Mix 1)
viste ingen forskjell i innhold av EPA, DPA og DHA i rgde blodceller, selv om gruppen som ble gitt Mix
1 hadde lavere innhold av disse fettsyrene i foret, En optimal blanding av tobisolje, med ketolinsyre
som kan simulere EPA og DHA syntese, og camelinaolje med ALA, som forlgper til EPA og DHA, kan
vaere en mulig forklaring pa det hgye nivaet av EPA, DPA og DHA i Mix 1-gruppen, Korrelasjonsanalysen
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viste ogsa hgyest korrelasjon mellom niva av ketolinsyre i dietten og niva av EPA i rgde blodceller, men
var signifikant for bade DPA og DHA ogs3,

Tabell 10  Korrelasjon mellom niva av ALA og ketolinsyre i féret og EPA, DPA og DHA i r@de blodceller fra

rotte,
20:5n-3 22:5n-3 22:6n-3
i rgde blodceller i rede blodceller i rode blodceller
18:3n-3 i foret -0,428 (0,010) 0,048 (0,788) -0,315 (0,065)
22:1n-11 i foret 0,931 (<,0001) 0,684 (<,0001) 0,882 (<,0001)

Oppsummert viser resultatene at rotter kan utnytte ALA til syntese av EPA og DHA, og korrelasjon
mellom ketolinsyre i dietten og EPA i rede blodceller tyder pa en ketolinsyreeffekt,

Genuttrykk i milt ble analysert i et forsgk pa a studere mulig effekter av tobisolje og/eller camelinaolje
pa markgrer for immunrespons, Ingen forskjeller mellom gruppene ble funnet, Genuttrykk i lever ble
analysert for & studere eventuelle effekter av tobisolje og/eller camelinaolje pa gener relatert til
fettsyremetabolisme, Resultatene viste at ogsa i rotter blir sentrale gener i omega-3 syntesen
(desaturaser/elongaser) nedregulert nar rottene ble gitt en diett med hgyt innhold av DHA (hgy andel
tobisolje i forspksoljen), Det var ingen effekt pa genuttrykk av disse genene som fglge av hgyt innhold
av ALA (hgy andel camelinaolje i forsgksoljen), En gkt omdanning av ALA til EPA og DHA med gkende
mengde ALA i dietten kan med andre ord ikke forklares av gkt genuttrykk av gener for sentrale enzymer
i omdanning av ALA til EPA og DHA,

Resultatene blir i sin helhet presentert i rapporten fra DodreMarin (NFR256446),
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5.3 Foringsforsgk med mus

5.3.1 Vekst

Musene viste generelt en god vekst i forsgket og det var ingen tegn til negative helseeffekter av de
ulike dosene med ketolinsyre som ble benyttet med unntak av hunn-mus som ble gitt den hgyeste
dosen, Det var imidlertid relativt store forskjeller i vekst mellom de ulike diettgruppene av hann-mus
hvor kontrollen viste hgyere vekst enn musene som ble gitt ulike doser av ketolinsyre (Figur 9), Veksten
av hunn-mus i de ulike gruppene var relativt lik med unntak av gruppen som ble gitt den hgyeste dosen
av ketolinsyre (1 mg/dag), som viste darligere vekst, Det ble ikke tatt prgver av faeces for evaluering
av fordgyelighet og opptak av ketolinsyren, Egenskaper til ketolinsyre kan ha pavirket opptak og
fordgyelse, Ketolinsyre er en lang enumettet fettsyre med hgyt smeltepunkt og som lett kan
krystallisere ved lav temperatur nar den finnes i ren form, noe som kan ha fgrt til ulik grad av
krystallisering i mage/tarm etter tvangsforing og dermed fgrt til individuelle forskjeller i fordgyelighet
og opptak, Det var tegn til en kjgnnseffekt av ketolinsyre med en signifikant tid*kjgnn*ketolinsyre dose
effekt pd kroppsvektgkning (P < 0,0001), Hunn-mus som ble gitt 1 mg/dag viste liten gkning i
kroppsvekt, mens hann-mus gitt samme dose hadde en forventet vekstgkning (Figur 9),
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Figur 9 Endring i vekt sammenliknet med startvekt av mus gitt 0,25 mg, 0,5 mg or 1 mg ketolinsyre

(gjennomsnitt + standardfeil, n=10), Statistisk analyse ble gjennomfgrt med ANOVA fulgt av post
hoc med Bonferroni’s korrigering,

5.3.2 Fettsyresammensetning i lever

Leverprgver fra musene ble analysert for fettsyresammensetning i fosfolipider, som gir et mal pa
membransammensetning med blant annet EPA og DHA, Ketolinsyre ble detektert (Figur 10), men med
veldig lave nivaer i fosfolipider, Dette kan skyldes at det er lite av denne fettsyren i fosfolipidene, Det
kan ogsa skyldes problemer knyttet til fordgyelse og opptak av ketolinsyre, Det ble dessverre ikke tatt
prever av faeces for vurdering av dette, Antageligvis var det ogsa store individuelle forskjeller pa
opptak fra tarm, noe som ogsa kan ha gitt individuelle forskjeller i fettsyresammensetning,
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Figur 10 Utsnitt av kromatogram av PC i lever fra mus gitt 1 mg ketolinsyre per dag,

Det var liten effekt av ketolinsyre i hunn-mus pa fettsyresammensetningen i fosfolipider (PE og PC), og
det var ikke tegn til dose-respons relaterte endringer (Figur 11), Det var imidlertid interessante funni
hann-mus med en dose-respons av ketolinsyre pa syntese av DHA (Figur 12), Kontrollgruppen viste
imidlertid DHA pa samme niva som gruppen som fikk 1 mg ketolinsyre, og kan kanskje forklares med
vekstforskjeller mellom gruppene, Kontrollgruppen var den gruppen som viste best vekst, Dose-
respons av ketolinsyre pa 20:4n-6 (arakidonsyre) slik som pd DHA, kan tyde pa en stimulering av
synteseveiene for bade omega-3 og omega-6 fettsyrer, Synteseveien av omega-3 og omega-6 fettsyrer
deler de samme enzymene slik som desaturaser og elongaser, F& og sma forskjeller i
fettsyresammensetningen i lever, spesielt hos hunn-mus, kan ogsa skyldes at dosen med ketolinsyre
som ble benyttet i forsgket var for lav, eller at mus er mindre responsiv enn laks og rotter, Resultatene
kan imidlertid tyde pa forskjellig effekt av ketolinsyre pa hann-mus og hunn-mus, med stgrre potensial
for endring i fettsyresammensetningen i hann-mus, Oppsummert ser det ut til at det er vanskelig a
trekke sikre konklusjoner fra resultatene pga, metodiske utfordringer og store individuelle forskjeller,
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Figur 11 Fettsyresammensetning i PE i lever fra hunn-mus gitt 0,25 mg, 0,5 mg eller 1 mg ketolinsyre
(gjiennomsnitt + standardfeil, n=10), * signifikant forskjellig fra kontroll for hver fettsyre analysert
med en-veis ANOVA fulgt av post hoc ved Dunnet’s korrigering,
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Figur 12 Fettsyresammensetning i PE i lever fra hann-mus gitt 0,25 mg, 0,5 mg eller 1 mg ketolinsyre
(gjennomsnitt * standardfeil, n=10), * signifikant forskjellig fra kontroll for hver fettsyre analysert
med en-veis ANOVA fulgt av post hoc ved Dunnet’s korrigering,
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6 Konklusjon
e Laks foret med sildeolje viste 13 % poeng hgyere retensjon av EPA og DHA i hel kropp,

e Genuttrykksanalysen kan tyde pa at sildeolje gir en dempet hemming av sentrale gener i
omega3 synteseveien sammenliknet med sardinolje,

e Rotter foret med ulike blandinger av camelinaolje og tobisolje viste gkt utnyttelse og
omdanning av ALA til EPA og DHA med gkende mengde camelinaolje, og gkende innhold av
ketolinsyre fra tobisolje korrelerte med gkt EPA og DHA innhold i rottenes rgde blodceller,

e Det er vanskelig & trekke sikre konklusjoner fra museforsgk med ren ketolinsyre pga, store
individuelle forskjeller,
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7 Videre anbefalinger

e Det rapporterte forsgket pa laks ble gjennomfgrt i en relativt tidsbegrenset periode med fisk
pa ca 170-500 g, Det er manglede kunnskap hvordan ketolinsyre pavirker deponering av EPA
og DHA i laks av kommersiell slaktestgrrelse dersom det fores med nordatlantiske fiskeoljer
rike pa ketolinsyre i hele sjgvannsfasen, Det er behov for et slikt oppfalgingsforsgk for gkt
kunnskap om effekten av ketolinsyre i stgrre laks,

e Vi har underspkt effekten av ketolinsyre pa omega-3 syntesen i humane leverceller og
ketolinsyre som del av en nordatlantisk fiskeolje i et rotteforsgk (som modellsystem for
menneske), Det er behov for a fglge opp disse forsgkene med humane intervensjonsstudier
slik at vi kan undersgke ketolinsyre-effekten i menneske,
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