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Rzgnbue(z)rreden (Oncorhynchus mykiss) er blandt
en cirka ene procent af alle fiskearter i verden,
der kan tilpasse sig sterkt varierende saltkoncentra-
tioner. Dette er en fordel for orreden, da den kan
udnytte alternative fodeomréder, hvis konkurren-

cen bliver for hard i det ferskvandsvandlgb, den er
udklekket i.

Regnbuegrredens tilpasningsmuligheder benyttes og-
s4 i kommercielt opdret, idet fiskene vokser hurtige-
re og smager bedre, hvis de tilbringer de forste 1-2 le-
vedr i ferskvand og herefter flyttes til saltvand i ca. et
halvt ar inden slagtning. Tilpasningen til de nye om-
givelser er dog meget energikrevende og stiller store
krav til erredens kropsfunktioner. For at fysiologiske
processer i fisken kan forlgbe uforstyrret, ma den op-
retholde en stabil vand- og saltbalance, uanset salt-
koncentrationen i det omgivende vand. Derfor ma
regnbueorreden aktivt optage salt i ferskvand, mens
den m4 udskille salt, nar den lever i havet. Omstil-
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Regnbuegrreden kan som en af de

relativt fa fiskearter i verden leve i bade fersk- og
saltvand. De fysiologiske mekanismer bag denne

tilpasningsevne er et interessant forskningsemne..

lingen mellem de to fysiologiske tilstande er en kri-
tisk proces, og regnbuegrreden ma investere stofskif-
teenergi for at opretholde den indre balance og sikre
overlevelse. Denne fascinerende omstillingsproces
ligger langt ud over, hvilke muligheder mennesker
har for miljetilpasning.

Vores nysgerrighed pa orredens rejse fra bekken til
havet motiverede os til at tage emnet op i vores 1.
irs projekt, som led i vores naturvidenskabelige ud-
dannelse pa Syddansk Universitet.

Fokus pa Na*/K*-pumpen

I det eksperimentelle arbejde overforte vi regnbue-
grreder fra ferskvand til saltvand for at undersege
hvilke forandringer, der ligger til grund for fiske-
nes unikke omstillingsmuligheder. Efter overflyt-
ningen, kommer fisken midlertidigt ud af balance.
Bade saltkoncentration i blodet og vandindholdet
i kroppen undergér en drastisk forandring, der



Nogle fisk kan tilpasse sig ekstremt forskellige miljgforhold. Regnbuegrreden kan
gennem sit liv vandre mellem ferskvand og saltvand og seaetter derved sine fysiologiske
mekanismer under pres. Fiskens overlevelse afhaenger af dens evne til at gennemga en
omstilling, der indebaerer en udskiftning af salttransporterende proteiner i geellen.

miljatilpasning

kulminerer efter ca. 24 timer. Andringerne over-
stiger langt hvad noget pattedyr ville kunne over-
leve, men hos erreden sztter forstyrrelsen gang i
et tilpasningsforlgb, som bringer salt- og vandba-
lancen i orden igen efter ca. syv dage. Omstillings-
forlgbet inkluderer mange fysiologiske, cellulere
og molekylere forandringer i fisken. Vi har foku-
seret pa at undersgge de molekylere forandringer
der medforer tilpasning. Her viste det sig, at en @n-
dring i et bestemt protein pavirker hele organismen,
idet dets regulering er medvirkende til, at fisken
kan tilpasse sig vidt forskellige miljoforhold.

Noglen til regnbueorredens tilpasningsevne skal
findes i funktionen af specielle proteiner, der er til
stede i geellen. Transporten af salt varetages af et
samarbejde mellem flere membranproteiner i for-
skellige kombinationer og finder sted i gellens yder-
ste, tynde cellelag. En pracis regulering af disse
proteiner gor det muligt for orreden at leve i de me-
get skiftende saltholdigheder, den udsettes for gen-
nem sit liv. Et af de vigtigste proteiner i salttrans-
porten er Na*/K*-pumpen. Na*/K*-pumpen bestdr

Regnbuegrredens tilpasning

Geellen er fiskens gasudvekslingsorgan. Her sker udvekslin-
gen af 0, og CO,, ind og ud af fisken ved diffusion. En effektiv
diffusion opnas ved, at cellelaget, der adskiller det omgi-
vende vand og blodkarrene, er meget tyndt og har et stort
overfladeareal. Denne egenskab af geellen bevirker dog, at
andre sma molekyler og ioner som fx salt (NaCl) og vand
ogsa let treenger gennem cellerne. Nar det sker, vil sammen-
saetningen af det indre miljo forandres i ugunstig retning.
Fisk, der lever i ferskvand, vil miste salt ved diffusion, fordi
koncentrationen af salt i ferskvand er lavere end i fiskens
indre veesker. For at opretholde en stabil koncentration pa ca.
320 mmol/L ma fisken kompensere ved at optage salt fra
vandet.

Nar fisken lever i saltvand, er problemstillingen modsat. Her
vil salt diffundere ind over geellen, fordi koncentrationen i det
omgivende vand er hgjere end inde i fisken. Fisken kompen-
serer her ved at udskille salt til vandet. Nar fisken flytter sig
fra ferskvand til saltvand, ma den altsa skifte fra at optage
salt til at udskille salt. Begge processer er energikraevende
og foregar i geellen.

af flere forskellige proteinkomponenter kaldet subu-
nits (side 37). Disse subunits fabrikeres og samles til
funktionelle pumper i specielle celler kaldet chlorid-
celler, der varetager salttransporten over gellen.

Hver subunit i Na*/K* -pumpen findes i flere for-
skellige udgaver kaldet isoformer. Vores opmeark-
somhed blev fanget af isoformerne af en bestemt su-
bunit i Na*/K*-pumpen kaldet alfa (o). Mengden
af de to specifikke isoformer, o, og o\, @ndredes
markant under saltvandstilpasning, og netop derfor
valgte vi at undersgge dem narmere. Vi satte os for
at finde ud af; hvilken rolle de spiller i salttransport
i bade saltvand og ferskvand.

Lille @endring med stor betydning

I laboratoriet undersogte vi i et intensivt projektfor-
lob over tre uger, hvordan udtrykket af de to o-iso-
former @ndrede sig i lobet af syv dage, nar vi flytte-
de regnbuegrreder fra ferskvand til saltvand.

Vore underspgelser viste, at o.-subuniten i de fleste
Na*/K*-pumper i gzllen udskiftes fra en form til en

Ferskvand <5 mmol/L ioner

Diffusion af salt (gren)
Energikraevende transport af salt (bla)

Vandets
retning
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Saltvand ~1000 mmol/L ioner
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anden og reguleres ngje under fiskens saltvandstil-
pasning. Dette kunne vi vise ved bade at méle
mangden af mRNA, der koder for de to isoformer
a,, og o, , og mengden af protein af de to isofor-
mer. Vore resultater blev bekreftet af forseg, hvor
vi ved hjelp af fluorescerende antistoffer, der binder
sig til udvalgte proteiner, kunne dokumentere hvor
de to isoformer var lokaliseret i gellen (se boksen
naste side).

Ud fra vore forseg kan vi se, at isoformen o, pri-
mert findes i gellen i ferskvand, mens o, overta-
ger funktionen i saltvand. Der sker med andre ord
et skift i gellens relative mangder af de to isofor-
mer i Na*/K*-pumpen. Dette tyder p4, at o, har
en betydning for fiskens optagelse af salt i gellen,
mens o, spiller en rolle i saltudskillelse. Vi anser
omstillingen for at vere af stor vigtighed, fordi
Na*/K*-pumpen er den grundleggende drivkraft
for henholdsvis optagelse og udskillelse af salt i
fisken.

Neeste skridt i forskningen

Projektet har givet os et indblik i nogle af de me-
kanismer, der kan settes i gang, nir et dyr udsat
tes for en miljoforandring, og som kan ende med
en tilpasning til de nye forhold. Vi har set, at en
forholdsvis lille @ndring i et bestemt proteins ud-

tryk i et bestemt organ, kan fa store konsekvenser
for en hel organismes overlevelsesevne. Samtidig
har vi ogsé set, at svar pd ét spergsmail ofte giver
anledning til nye sporgsmil og afprevning af nye
hypoteser.

Celler bruger generelt ikke ungdigt energi pé at fa-
brikere nye proteiner, og derfor méd der vere en
grund til, at udtrykket af o og o, @ndres, athan-
gigt af hvilket miljg, fisken befinder sig i. Det naste
skride i forskningen kunne derfor vere at finde ud
af, om der er forskel pd de to isoformers struktur og
funktion. Vores hypotese vil vare, at o, har egen-
skaber der egner sig bedst til saltopragelse, mens o,
er favorabel for saltudskillelse.

Udover at projektet gav os en masse hindvearks-
messig kunnen og indsigt i den videnskabelige
proces, var det for os studerende starkt motiveren-
de at kunne producere resultater, der var direkte
brugbare i den igangverende forskning pd Biolo-
gisk Institut Syddansk Universitet.

Og sd var det en ekstra cadeau, at vore resultater
blev belgnnet med en pris for bedste poster ved en
festlig postersession, hvor samtlige ca. 100 projekt-
hold pa Det Naturvidenskabelige Fakultet preesen-
terede resultaterne af deres projekter. u
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2 K+
° A

Sadan er Na*/K*-pumpen opbygget s

Yderside
Na*/K*-pumpen er et vigtigt protein, der findes i de fleste cellers membran. ‘ ’
Under forbrug af energimolekylet ATP, som omdannes til ADP og uorganisk

Cellemembran Y
fosfat, translokeres tre Na*-ioner ud af cellen og to K*-ioner ind. Pumpens
aktivitet skaber en koncentrationsforskel, men ogsa en ladningsfordeling e
over membranen, der kaldes en elektrokemisk gradient. Gradienten kan bl.a. B '

benyttes til at sende nervesignaler rundt i kroppen, men ogsa til andre processer

som fx at optage neeringsstoffer i tarmen eller transportere salt i fiskens gaellevaev. A\
o . . . 3 Na+
Na*/K*-pumpen bestar af tre forskellige proteinkomponenter, kaldet subunits, med hver deres /-\

funktion. Den del af pumpen, som sgrger for transport af Na* og K*, kaldes a-subuniten (gren), ATP HEIPER 1

mens B- er en forankringsenhed (gul) og y-subuniten er en regulerende enhed (rgd). | forskellige Energimolekyle ATP
Na*/K*-pumper findes forskellige udgaver af a-subuniten, kaldet isoformer, som giver pumpen omdannes til ADP
forskellige egenskaber. og uorganisk forfat P;
I regnbuegrredens geelleveev har forskere for nylig fundet fire forskellige isoformer: o, o\, 0, . 08
a4 | projektet undersggte vi, maengden og placeringen af o, o, i fiskens geelleveev i hhv. fersk-

vand og saltvand. Man kender ikke den preecise funktion af de forskellige isoformer endnu.

@verste figur viser, hvordan blodets saltindhold (gren) og kroppens Andring i kroppens ~82
vandindhold (bla) endrer sig de forste syv dage efter en overflytning 400 LI oGS ialtindhold ?
af regnbuegrreder fra ferskvand (FV) til saltvand (SV). = L x L é
De to parametre aendrer sig relativt hurtigt og i modsat retning inden g 3504 _% 7 L L78 -(;:
for de forste 24 timer og vender derefter gradvist tilbage mod de (_§ . (& T 6 §:_
oprindelige veerdier. Resultaterne viser, at fiskene i starten stresses af % 3004 a g‘
omstillingen, men efterhanden begynder at udvikle de ngdvendige E +74 <:>_r
mekanismer for at bringe stabilitet i kropsvaeskerne igen. “ .

FV 12t 24t 3d 7d

Nederste figur viser, hvordan geellens indhold af mRNA, der koder for el 5Y
- Andring i geell -
de to interessante isoformer af Na*/K*-pumpens a-subunit, 22ndres & :1%;\?}? ilngdaﬁo;edns 8
efter overflytning til saltvand. o, . maengden (gron) falder til et meget
ytning 1a g (gren) g o T o -
lavt niveau samtidigt med at o, meengden (bla) stiger til et hgjere < =
= o
. = )
niveau. £ 24 als
Andringerne tyder pa, at der sker en andring af maengden og funktio- f * * O ,30
£ zZ
nen af Na*/K*-pumpen, som varetager reguleringen af kroppens salt- © 1 =+ l * Lo >
indhold. * og o symboler over sgjlerne angiver signifikante andringer | _*L
i forhold til ferskvands-vaerdierne. =Y e mn Bd 7d
Tid i SV

Videre laesning:
Madsen, S.S., Kiilerich, P.
& Tipsmark C.K. (2009)

78-88.

2.5- /ndring i gellens E = Multiplicity of expres-
l protein indhold s sion of Na*, K*-ATPase
2.0 T E = alpha-subunit isoforms
c < l N ly o in the gill of Atlantic
%J 1.5+ 2 Ej salmon (Salmo salar):
s I . o cellular localisation and
< 1.0 i Lc 3 absolute quantification
% E g in response to salinity
0.5 12| Hl_ change. Journal of Expe-
K > i rimental Biology 212:
00 2t 24t 3d 7d 0 !

McCormick, S.D., Regish,
A.M., Christensen, A.K.
& Bjornsson, B.T. (2013)
Differential regulation of
sodium-potassium pump
maengden (bla) stiger til et hgjt niveau. Disse resultater harmonerer fint med lokaliseringen af de to isoformer i de histo- isoforms during smolt
development and seawa-
ter exposure of Atlantic
salmon. Journal of Expe-
af geellen med lameller siddende vinkelret pa filamentet (boks, forrige side). * og ® symboler over sgjlerne angiver signi- rimental Biology 216:
1142-1151.

Figuren viser, hvordan maengden og lokaliseringen i geellen af de to Na*/K*-pumpe isoformer a,, 08 o, @&ndres efter
overflytning fra ferskvand (FV) til saltvand (SV). o, , maengden (gren) falder til et meget lavt niveau samtidigt med, at o,

logiske lzengdesnit af geellen. | ferskvands-gzellen ses naesten udelukkende celler, der indeholder o, -isoformen (gverst
tv.), hvorimod celler med hgjt indhold af o, -isoformen dominerer i SV-geellen (nederst th.). Billederne viser lzengdesnit

fikante andringer i forhold til ferskvands-veerdierne.
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