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Sammendrag 

Østrogenreseptor α (ERα) er en steroidreseptor som spiller en viktig rolle i regulering av 

genuttrykning under kjønnsutvikling og vitellogenese hos teleoster. Den aktiveres naturlig av 

endogene østrogener, men kan også aktiveres av en rekke eksogene forbindelser. Av spesiell 

bekymring er persistente organiske miljøgifter (POP-er) som er lite nedbrytbare og kan 

transporteres over store avstander i miljøet. Atlanterhavstorsken (Gadus morhua) blir i økende 

grad benyttet som en modellorganisme for å studere effekten av slike forbindelser. Aktivering 

av ERα fra torsk av eksogene forbindelser kan forstyrre kjønnsutvikling og føre til en 

feminisering av hannfisk. Deler av denne reseptoren fra torsk er tidligere klonet og sekvensert, 

men fremdeles er 3´-enden av genet ukjent.  

I denne oppgaven har fokuset vært å klone og sekvensere den ukjente 3´-enden til ERα, for 

videre å etablere et luciferasebasert genreportersystem for å karakterisere reseptoren med 

hensyn på ligandaktivering av miljøgifter, inkludert metoksyklor (MXC), endosulfan (END) og 

en kombinasjon av disse (MIKS). Videre ble presisjonskuttede leverskiver (PKLS) fra tosk 

eksponert for de samme forbindelsene for å studere aktivering av ERα-signalveien ex vivo. 

Responser i PKLS ble undersøkt ved å måle genuttrykket av østrogenreseptor α (esr1) selv, og 

ERα-målgenet vitellogenin (vtg) ved bruk av kvantitativ sanntids-polymerasekjedereaksjon 

(qPCR).  

I denne oppgaven ble det vist med det luciferasebaserte genreportersystemet at både MXC, 

END og MIKS evner å aktivere ERα fra torsk in vitro, der END ga kraftigst aktivering blant de 

undersøkte eksponeringsforbindelsene. I motsetning aktiverte ikke END ERα-signalveien ex 

vivo, men derimot både MXC og MIKS oppregulerte uttrykningen av vtg. Forskjeller i respons 

observert mellom in vitro- og ex vivo-forsøkene kan være en følge av at biotransformasjon i 

større grad fant sted i leverskivene sammenlignet med i cellene brukt i genreportersystemet.  
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1 Introduksjon 

1.1 Bakgrunn 

Nye miljøgifter blir stadig oppdaget i biota, også i avsidesliggende områder som arktiske og 

polare strøk. De biologiske effektene til mange av disse miljøgiftene er foreløpig ukjente, men 

flere av stoffene ser ut til å ha egenskaper som gjør dem resistente mot fysisk, kjemisk og 

biokjemisk degradering, og de kan dermed akkumulere i miljøet og i organismer (Halsall, 

2004). 

Det har blitt vist at en rekke menneskeskapte forbindelser kan virke hormonforstyrrende, selv 

ved lave konsentrasjoner (Eroschenko et al., 1996, Wu et al., 2008, WHO, 2012). Disse stoffene 

kan interferere med syntesen, transporten, sekresjonen, virkemåten eller elimineringen av 

naturlige hormoner i kroppen. Resultatet av dette kan være nedsatt reproduksjonsevne, 

forstyrrelser i utvikling og vekst og/eller endringer i adferd (Campbell et al., 2006).  

Forstyrrelser av det endokrine systemet hos både mennesker og dyr er av global bekymring. 

Hormonforstyrrende forbindelser (EDC-er) ender gjerne opp i akvatiske miljøer hvor blant 

annet fisk er spesielt utsatt for eksponering gjennom utslipp som stammer fra avløp og landbruk 

(Tohyama et al. 2016). I nyere tid har menneskeskapte stoffer som perfluorerte sulfonsyrer, en 

rekke bromerte flammehemmere, og forskjellige siloksaner har blitt funnet i atlanterhavstorsk 

(Gadus morhua) (Herzke et al. 2013). 

1.2 Atlanterhavstorsk (Gadus morhua) 

Atlanterhavstorsk er en teleost i torskefamilien (Gadidae). Den har både signifikant økonomisk, 

kulturell og økologisk betydning (Link et al., 2009). I 2011 var atlanterhavstorsk Norges 

kommersielt viktigste villfangede fiskeart (Julshamn et al., 2013a). Geografisk befinner 

atlanterhavstorsken seg fra Cape Hatteras (Nord-Carolina, USA) til Ungava Baya (Canada) 

langs den nordamerikanske kysten, og den strekker seg videre langs øst- og vestkysten av 

Grønland. Den befinner seg rundt Island, og langs kystene i Europa fra Biscayabukta til 

Barentshavet, inkludert området rundt Bjørnøya (Drinkwater, 2005) (Figur 1).  

Atlanterhavstorsken kan deles inn i kysttorsk og havtorsk (skrei). Ved bruk av DNA-markører, 

har det blitt fastslått at bestandene av kysttorsk og skrei skiller seg fra hverandre genetisk. De 

genetiske forskjellene gjenspeiles i ulik atferd og tilpasninger til ulike miljøer. Dessuten er den 

genetiske variasjonen mindre blant skrei enn blant kysttorsk (Hemmer‐Hansen et al., 2013, 

Kirubakaran et al., 2016).  Kysttorsken er langt mer stedbunden enn skrei. Skreien lever 

mesteparten av livet sitt pelagisk i Barentshavet. Når den er kjønnsmoden vandrer den til kysten 
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for å gyte. Atlanterhavstorsk, særlig kysttorsk da denne holder til nærmere kysten, er blant annet 

utsatt for avrenning fra urbane strøk (Julshamn et al., 2013b). Mange olje- og gassplattformer i 

finnes i områder der torsk holder til. Oljeutslipp i disse områdene kan påvirke torskeindivider 

over lange perioder, også ved sårbare livsstadier som tidlig i utviklingen (Bohne-Kjersem et al., 

2009, Hutchings et al., 1993). Grunnet torskens omfattende utbredelse blir den ofte brukt som 

indikatorart for miljøgifter i marine økosystemer (Karl et al., 2016), blant annet av Oslo-Paris-

kommisjonen (OSPAR) (Ospar, 2009). 

I 2011 ble atlanterhavstorskens genom kartlagt gjennom «The cod genome project» (Star et al., 

2011). Gjennom kartleggingen av genomet ble det identifisert 22 154 gener. 

Genomsekvenseringen åpner opp for å bruke toksikogenomiske metoder (genomikk, 

proteomikk og metabolomikk) for å kartlegge hvordan atlanterhavstorsken responderer på 

miljøgifter, og bidrar til å etablere torsk som en modellorganisme i toksikologiske studier 

(Karlsen et al., 2011, Yadetie et al., 2013).  

 

 

Figur 1. Atlanterhavstorskens (Gadus morhua) utbredelse. De rødlige områdene indikerer atlanterhavstorskens 

utbredelse nord i Atlanterhavet. Illustrasjonen er hentet fra FAO (2017).  
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1.3 Miljøgifter  

Miljøgifter er en samlebetegnelse på menneskeskapte stoffer som er, eller antas å være giftige 

selv i svært lave konsentrasjoner. I naturen kan miljøgifter brytes ned til ufarlige forbindelser, 

men mange stoffer er persistente og har dermed svært lang nedbrytningstid. Miljøgifter kan 

derfor være tilstede i naturen lenge etter at utslippene har opphørt. Noen miljøgifter er akutt 

giftige, mens andre har en mer langvarig og kronisk effekt. Effekten av miljøgifter varierer også 

stort i omfang, der noen blant annet kan være kreftfremkallende, føre til nedsatt 

reproduksjonsevne og/eller føre til DNA-skader (Šrám et al. 1999). Mange miljøgifter er også 

fettløselige, og kan dermed avsettes og lagres i fettvev hos dyr. Spesielt miljøgifter som er lite 

nedbrytbare er et problem da disse kan akkumulere i levende organismer.  Når miljøgifter hoper 

seg opp i organismer kalles dette bioakkumulering, og forekommer når absorpsjonsraten av 

forbindelsen er høyere enn ekskresjonsraten. Persistente miljøgifter kan samtidig øke i 

konsentrasjon med økende trofiske nivåer i næringskjedene, dette kalles biomagnifikasjon 

(Figur 2) (Kelly and Gobas, 2001).  

 

Figur 2. Bioakkumulering og biomagnifikasjon. Persistente og fettløselige forbindelser kan over tid 

oppkonsentreres i organismer (bioakkumulering) og øke i mengde mellom trofiske nivåer (biomagnifikasjon). 

Bildet er modifisert fra Olenick (2013). 
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Miljøgifter er som regel et biprodukt av forbruk, avfallshåndtering, industriell produksjon, 

transport og energiproduksjon. Miljøgiftene kan frigjøres til miljøet på ulike måter, enten 

gjennom utslipp til atmosfæren, vannsystemer eller jordsmonnet, og kan forbli i omgivelsene i 

generasjoner (Wong et al., 2012). Persistente miljøgifter transporteres til fjerne strøk gjennom 

atmosfæren og med havstrømmer. For de fleste miljøgiftene er atmosfæren den raskeste 

transportformen. Flyktige miljøgifter som slippes ut i varmere områder fordamper. På den 

nordlige halvkule vil luftstrømmene bevege seg mot Arktis. Miljøgiftene blir med 

luftstrømmene til kaldere strøk, kondenserer og avsettes i miljøet ved de lave temperaturene 

over polare områder, denne effekten kalles «gresshoppeeffekten» (Figur 3) (Gouin et al. 2004).  

 

Figur 3. «Gresshoppeeffekten». Flyktige forbindelser som slippes ut i varmere regioner fordamper og fraktes 

med luftstrømmer til kaldere strøk hvor de kondenserer og avsettes i miljøet. 

  

1.3.2 Persistente organiske forbindelser (POP-er) 

Persistente organiske forbindelser (POP-er) er en samlebetegnelse på karbonholdige miljøgifter 

som er motstandsdyktige mot nedbrytning via biologiske, kjemiske og fotolytiske prosesser. 

Grunnet denne egenskapen er POP-er utsatt for langtransport og kan forflytte seg langt fra der 

de ble avsatt. Det kan derfor være vanskelig å spore disse stoffene til den opprinnelige kilden 

til utslipp. En annen egenskap for POP-er er deres lipofile karakter. Disse forbindelsene er 

derfor spesielt utsatt for bioakkumulering og biomagnifikasjon (Harrad, 2009).  
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I 2001 signerte en rekke land Stockholm-konvensjonen som et ledd i utfasingen av flere POP-

er. Denne konvensjonen inkluderte kjemikaliene aldrin, klordan, DDT, dieldrin, endrin, 

heptaklor, heksaklorbenzen, mirex, polyklorerte bifenyler, polyklorerte dibenzo-p-dioksiner, 

polyklorerte dibenzofuraner og toksafen (også kjent som ”the dirty dozen”). Mange av disse er 

nå utfaset grunnet forbud og restriksjoner mot anvendelse og produksjon. I dag har flere 

kjemikalier blitt klassifisert som POP-er og omfavnet av Stockholm-konvensjonen, blant annet 

enkelte karsinogene polysykliske aromatiske hydrokarboner (PAH-er), bromerte 

flammehemmere og noen organometalliske forbindelser som tributyltinn (TBT) (Figur 4) 

(Karlaganis et al., 2001). 

 

Figur 4. Eksempel på strukturer til noen POP-er 

1.3.2. Hormonforstyrrende forbindelser (EDC-er) 

Organoklorerte pesticider, alkylfenolforbindelser, ftalater og PCB-er er miljøgifter som 

tidligere har blitt indentifisert som hormonforstyrrende stoffer (Crisp et al., 1998, Meerts et al., 

2001). Hormonforstyrrende forbindelser (EDC-er) er eksogene kjemikalier som kan forstyrre 

hormonreguleringen av det endokrine systemet. Eksponering for slike kjemikalier kan skape 

alvorlige effekter på dyr ved at de kan innvirke på forskjellige molekylære mekanismer som 

produksjon, metabolisme og eliminering av hormoner, og etterligne hormonfunksjoner ved 

avgjørende utviklingsstadier (Tabb and Blumberg, 2006). 

Hos vertebrater kontrollerer hypotalamus-hypofysen-gonade-aksen (HPG-aksen) utvikling og 

reproduksjon. Fordi denne aksen i stor grad kontrolleres av hormoner, er den et potensielt mål 

for mange EDC-er. Leveren er et viktig organ i metaboliseringen av steroider, legemidler og 

xenobiotika, og er derfor sterkt knyttet til HPG-aksen. I eggleggende organismer syntetiseres 

mange eggeplomme- og eggeskall-proteiner i leveren. Transkripsjonen av disse proteinene 

reguleres gjennom østrogenreseptoren (ER), som er en ligandaktivert transkripsjonsfaktor. I 

disse organismene refereres ofte HPG-aksen til som hypotalamus-hypofyse-gonade-lever-

aksen (HPGL-aksen) (Hachfi et al., 2012).  
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1.4 Kjernereseptorer  

Kjernereseptorer (NR-er) er proteiner i en superfamilie av ligandaktiverte 

transkripsjonsfaktorer. Avhengig av hvor godt tilpasset en ligands struktur er til en reseptors 

ligandbindende lomme, kan ligand enten aktivere reseptoren og mediere en respons (agonist) 

eller binde til en reseptor uten å mediere respons, og dermed blokkere dens funksjon 

(antagonist) (Moras and Gronemeyer, 1998). De ulike kjernereseptorene har forskjellige 

ligandbindende egenskaper, og gjenkjenner derfor ulike ligander (Bourguet et al., 2000). Når 

en agonist binder til en kjernereseptor, aktiveres reseptoren ved at den forandrer dens 

strukturelle konformasjon. Dette fører til binding til, eller frigjøring fra, spesifikke 

responselementer i DNA som resulterer i enten opp- eller nedregulering av transkripsjonen av 

kjernereseptorens målgener (Figur 5) (Bertrand et al., 2007). 

 

Figur 5. Eksempel på virkemåte for noen kjernereseptorer. Når agonister ikke er tilstede vil noen 

kjernereseptorer danne et kompleks med stabiliserende varmesjokk-proteiner. Når reseptoren aktiveres av ligand, 

vil reseptoren dissosiere fra komplekset og transporteres til cellekjernen for å initiere transkripsjon av målgener. 

Andre kjernereseptorer finnes allerede i kjernen. Når reseptoren aktiveres av ligand vil ko-repressorer dissosiere / 

ko-aktivatorer assosiere og transkripsjon av målgener initieres. Figuren er hentet fra Berki et al. 2011. 

 

NR-ene deles inn i seks evolusjonære grupper (Figur 6). I gruppe 1 finnes blant annet konstitutiv 

androstanreseptor (CAR) og promiskuøs xenobiotikareseptor (PXR). Disse reseptorene 

dimeriserer med retinoid X-reseptoren (RXR) når de aktiveres. CAR og PXR er av spesiell 
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interesse da det er vist at begge kan aktiveres av en rekke legemidler og miljøgifter. Teleoster 

mangler CAR (Krasowski et al., 2005) og PXR ser ut til å være fraværende i torsk (Eide et al., 

manuskript under utarbeidelse).  I pattedyr er begge høyt uttrykt i leveren. Rollen til disse 

reseptorene er blant annet å regulere transkripsjon av cytokrom P450-enzymer (CYP-enzymer), 

som bidrar i biotransformasjonen av fremmedstoffer. Reseptorene har også viktige roller i 

metabolismen av endogene forbindelser og er med på å regulere viktige fysiologiske funksjoner 

som syntese av kolesterol, steroider og andre lipider (Yang and Wang, 2014, Lehmann et al., 

1998). Gruppe 3 inkluderer steroidreseptorer som østrogenreseptor (ER) og androgenreseptor 

(AR) (Germain et al., 2006). Disse reseptorene er en del av HPG-aksen og regulerer en rekke 

gener som er essensielle for normal kjønnsutvikling og reproduksjon. Naturlig aktiveres 

steroidreseptorene av endogene forbindelser, men de er også et potensielt mål for en rekke 

eksogene EDC-er (Rudel et al., 2003, Andersen et al., 2002, Hachfi et al., 2012).    

 

 

 

Figur 6. Oversikt over de ulike familiene og subfamiliene av kjernereseptorene Bildet er hentet fra Ng et al. 

2014.  

 

http://www.mdpi.com/ijerph/ijerph-11-08709/article_deploy/html/images/ijerph-11-08709-g001.png
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De aller fleste kjernereseptorene er bygd opp av fem ulike regioner (Figur 7). N-terminalt består 

de av A/B-domenet. Dette domenet innehar en aktiveringsfunksjon, kalt aktiveringsfunksjon 1 

(AF1), som har en rolle i en liganduavhengig aktivering av reseptoren (Germain et al., 2006). 

Den neste regionen, C-domenet, inneholder det DNA-bindende domenet (DBD). Dette domenet 

binder spesifikke DNA-sekvenser kjent som hormonresponselementer (HRE) i 

promotorområdet oppstrøms for målgenene reseptoren kontrollerer. DBD er den mest 

konserverte regionen mellom kjernereseptorene i de ulike subfamiliene. DBD består av to svært 

konserverte sinkbindende motiv («sinkfingre») som er nødvendig for at DBD skal folde seg 

korrekt. DNA-gjenkjenning skjer av aminosyrer assosiert med det første sinkionet i et område 

kalt P-boksen. Aminosyrer assosiert med det andre sinkionet bidrar til reseptordimerisering i et 

område kalt D-boksen (Schwabe et al., 1995, Mangelsdorf et al., 1995, Klug and Rhodes, 1987). 

Kjernereseptorer har også en hengselsregion, kalt D-domenet. Domenet kobler sammen DBD 

og det ligandbindende domenet (LBD) og bidrar til strukturell fleksibilitet. D-domenet er lite 

konservert mellom kjernereseptorer, og innehar ofte nukleære lokaliseringssignaler for 

transport gjennom kjernemembranen (Ham and Parker, 1989, Nelson and Habibi, 2013). E-

domenet, eller LBD, innehar aktiveringsfunksjon 2 (AF2) som induseres når ligand binder i 

ligandbindingslommen. LBD består av 12 α-helikser (H1-H12) med en β-sving mellom H5 og 

H6. I midten av strukturen dannes en hydrofob lomme der liganden assosierer til proteinet 

(Figur 8). (Brzozowski et al., 1997). LBD er også viktig for reseptor-dimerisering, og 

interaksjon med varmesjokk-proteiner og ko-regulatorer (Aranda and Pascual, 2001, Nelson 

and Habibi, 2013). Helt C-terminalt finner man F-domenet. Ikke alle kjernereseptorer har dette 

domenet, og domenet innehar foreløpig ingen kjent funksjon. Sekvensen til F-domenet varierer 

i stor grad mellom de ulike kjernereseptorene (Huang et al., 2010).  

 

Figur 7. Generell oppbygning av en kjernereseptor. N-terminalt befinner A/B-regionen seg med den 

liganduavhengige aktiveringsfunksjonen AF1. D-domenet er det DNA-bindende domenet som binder 

hormonresponselementer (HRE) i DNA. Hengselsregionen, eller D-domenet, kobler sammen C- og E-domenet. 

E-domenet, eller det ligand-bindende domenet, gjenkjenner liganden og «skrur på» reseptoren når agonist binder. 

Denne regionen innehar den ligandavhengige aktiveringsfunksjonen AF2. C-terminalt finner man F-domenet, som 

i stor grad varierer i ulike kjernereseptorer. Figuren er modifisert fra Huss and Kelly (2004). 
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Figur 8. Krystallstrukturen til ER-LBD fra menneske. Her vises ER-LBD bundet til østradiol (E2). Figuren er 

hentet fra Brzozowski et al. (1997). 

 

Selv om NR-ene sin struktur er evolusjonært svært konservert, er det stor variasjon i funksjon 

og virkemåte mellom transkripsjonsfaktorene. Enkelte NR-er binder DNA som monomerer, 

men de fleste virker som homo- eller heterodimerer. Noen NR-er, som for eksempel vitamin 

D-reseptoren (VDR), kan enten danne homodimerer, eller danne heterodimerer sammen med 

retinoid X-reseptoren. Østrogenreseptoren (ER) derimot, binder enten som homodimerer, eller 

som heterodimer mellom isoformene ERα og ERβ, til et palindromisk bindingssete med seks 

inverterende basepar (AGGTCAnnnTGACCT) (Weigel, 1996, Schwabe et al., 1993b, Schwabe 

et al., 1993a).  

1.4.1 Østrogenreseptor α (ERα), dens ligander og funksjon 

Østrogenreseptoren (ER) er en kjernereseptor som er medlem av subfamilie 3A. Den er 

essensiell for kjønnsutvikling og reproduktive funksjoner. Reseptorens mest potente endogene 

ligand er 17β-østradiol (E2) (Figur 9), men den kan også aktiveres av en rekke andre 

forbindelser som for eksempel 17α-etynyløstradiol (EE2), som er et syntetisk derivat av E2 

(Heldring et al., 2007). Det er tidligere vist at noen miljøgifter evner å aktivere ER, blant annet 

metoksyklor, endosulfan, bisfenol A, nonylfenol og DDT (Laws et al., 2000, Hemmer et al., 

2001, Versonnen et al., 2004, Hoekstra et al., 2001)  
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Figur 9. Typiske ER-ligander. Strukturen til den endogene ER-liganden 17β-østradiol er vist til venstre, mens 
strukturen til det syntetiske østrogenet 17α-etynyløstradiol er vist til høyre i figuren. 

 

I pattedyr finnes det to varianter av ER (ERα og ERβ) som kodes fra to forskjellige gener. Disse 

subtypene er svært like i DBD (96 % aminosyreidentitet), men har en signifikant forskjell i 

LBD med omtrent 59 % aminosyreidentitet. Selv om 17β-østradiol (E2), som er reseptorens 

naturlige ligand, har omtrent lik affinitet for begge subtypene, binder de noen syntetiske 

ligander med ulike affiniteter (Harrington et al., 2003). Den eksakte funksjonen av 

østrogensignalisering i mange biologiske prosesser er fremdeles uklar. Forsøk med knockout-

mus (KO-mus) har vist at både hannlige og hunnlige ERα-KO-mus er infertile. For ERβ-KO-

mus er det vist at hunner har nedsatt fruktbarhet mens hanner har normal fruktbarhet (Chen et 

al., 2008). Det er også vist at ERα-KO-mus har redusert frigjøring av prolaktin, mens dette ikke 

er tilfellet i ERβ-KO-mus. I pattedyr uttrykkes ERα generelt i alle vev, mens ERβ hovedsakelig 

uttrykkes i eggstokker, lunger og prostata (Couse et al., 1997). I motsetning til pattedyr, har 

strålefinnefisker (Actinopterygii) minst tre subtyper av ER. Disse er navngitt ERα, ERβ-I og 

ERβ-II (Hawkins et al., 2000, Ma et al., 2000). ERα fra fisk er ortolog til ERα i pattedyr og 

andre vertebrater. ERβ-II i fisk er ortolog til ERβ i pattedyr. ERβ-I i fisk har ingen ortolog blant 

pattedyrene, men er nært beslektet (paralog) med ERβ-II og har oppstått som følge av en 

genduplisering (Hawkins and Thomas, 2004; Hawkins et al., 2000; Tohyama et al., 2015).  

En studie utført på regnbueørret (Oncorhynchus mykiss) har undersøkt funksjonelt bidrag fra 

ERα sammenlignet med ERβ-former på VTG-syntesen, og konkluderte med at ERβ er 

hovedmediatoren for vitellogeninproduksjon (Leaños-Castañeda and Van Der Kraak, 2007). 

Videre har forsøk på gullfisk (Carassius auratus) vist at ved at å sette ERα ut av spill ble VTG-

induksjonen senket hos begge kjønn, mens å sette ERβ-I eller ERβ-II ut av spill totalt hemmet 

VTG-induksjon hos hannindivider, men bare reduserte induksjonen hos hunnindivider (Nelson 

and Habibi, 2010). Nagasawa et al. (2014) har tidligere klonet en del av hver av de tre ER-

variantene hos atlanterhavstorsk. I tillegg har de vist uttrykningen av de tre paraloge 
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østrogenreseptorgenene (esr-paralogene) i ulike vev. Hos hunntorsk er esr1 hovedsakelig 

uttrykt i lever, men også noe uttrykt i gonader. Hos hanntorsk ser det ut til at esr1 har høyest 

uttrykning i gonader, men at det også er relativt høy uttrykning i lever og nyre. Uttrykning av 

esr er først oppdaget i teleoster ved embryonalt stadium, og indikerer at østrogensignalisering 

har en essensiell rolle under larveutvikling (Lassiter et al., 2002). Studier har vist at uttrykning 

av de ulike esr-variantene varierer i løpet av livet. Hos hunnfisk er esr1 hovedsakelig uttrykt i 

ferdig utviklede gonader, esr2,1 er hovedsakelig uttrykt under utviklingen av gonadene, mens 

uttrykning av esr2,2 varierer i stor grad (Chen et al., 2011, Ding et al., 2016).  

Når ligand ikke er til stede, finnes ER hovedsakelig i cytoplasma i kompleks med inhiberende 

varmesjokk-proteiner (HSP70 og HSP90). Når en ligand som aktiverer reseptoren er tilstede, 

forsvinner HSP-komplekset, reseptoren danner enten en homodimer eller en heterodimer med 

andre ER-subtyper, og transporteres til kjernen der den binder til østrogenresponselementer 

(ERE) i målgener (Figur 5) (Nelson and Habibi, 2013; Weigel, 1996). 

Østrogener spiller en viktig rolle i reproduktiv utvikling hos hunner. I pattedyr er de er viktige 

i oogenesen og utvikling av livmor (Huet-Hudson et al., 1990, Bukovsky et al., 2005). Hos fisk 

(og andre eggleggende organismer) er de særdeles viktige for å stimulere produksjonen av 

vitellogenin (VTG) og eggeskallprotein (zona radiata-protein/koriogenin) i leveren, som er 

viktige proteiner i oogenesen (Figur 10). Disse østrogenresponsene medieres gjennom 

østrogenreseptorer (Tohyama et al., 2015). Det er også vist at ERα oppreguleres av østrogener, 

og at oppreguleringen i stor grad korrelerer med induksjon av VTG-syntesen (MacKay et al., 

1996, Nelson and Habibi, 2013). ER kan også aktiveres av eksogene substanser, og forstyrre 

kjønnsutviklingen hos både hos mennesker og dyr. Forsøk og studier fra både felt og 

laboratorium har tidligere vist at aktivering av østrogenreseptor hos hannfisk kan føre til en 

feminisering (Gimeno et al., 1998, Filby et al., 2007, Gross-Sorokin et al., 2006). Hannfisk 

eksponert for østrogene substanser kan bli infertile og begynne å produsere VTG og egg i 

testikkelvev. I et forsøk i the Experimental Lakes Area (ELA) (Canada) ble storhodet ørekyte 

(Pimephales promelas) kronisk eksponert for 5-6 ng/L EE2, et derivat av E2 som brukes i en 

rekke p-piller, over en periode på tre år. Det ble vist at hannfisk begynte å produsere VTG, og 

individer fra den eksponerte innsjøen hadde en VTG-konsentrasjon tretti ganger høyere enn 

ueksponerte hanner, og over ti ganger så høy som ueksponerte hunner. Det ble også vist 

påvirkning på utviklingen av gonader hos både hunn- og hannfisk, der hannfisk viste en 

feminisering og hunnfisk viste endret oogenese. Under forsøket ble arten nesten utryddet fra 
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innsjøen grunnet nedsatt reproduktiv suksess som følge av EE2-eksponeringen (Kidd et al., 

2007).  

 

 

 

Figur 10. Syntesen av vitellogenin (VTG). Syntesen av VTG og andre proteiner essensielle i oogenesen medieres 

gjennom HPGL-aksen i hunnlige teleoster. I leveren binder E2 til ER og induserer transkripsjonen av blant annet 

vtg og zona radiata-protein (zrp). Proteinene fraktes til gonadene hvor de inkorporeres i modne oocytter. Figuren 

er hentet fra Arukwe and Goksøyr (2003).   
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1.4.1 VTG som biomarkør 

Biomarkører er målbare indikatorer for en biologisk tilstand. Biomarkører brukes ofte for å 

undersøke biologiske prosesser, patogene prosesser eller farmakologiske responser. Fordi vtg 

er det primære målgenet for ER i fisk og andre eggleggende organismer, er den en velegnet 

biomarkør for å påvise aktivering av ER av eksogene ligander (Figur 11) (Sumpter and Jobling, 

1995, Arukwe and Goksøyr, 2003).  

 

Figur 11. VTG som biomarkør for EDC-er. Syntese av VTG og zona radiata-protein medieres gjennom 

aktivering av ER, og kan derfor brukes som biomarkører for aktivering av ER av xenobiotiske stoffer. Figuren er 

hentet fra Arukwe og Goksøyr (2003). 

 

1.4.2 Eksogene ER-ligander 

ER har vist seg å kunne aktiveres av en rekke eksogene forbindelser som for eksempel av 

pesticidene dieldrin, toksafen og DDT (Soto et al., 1994, Seeger et al., 2016), 

overflatebehandlingsmidler som alkylfenoletoksylater (Ying et al., 2002), og industrielle 

forbindelser som bisfenol A (Krishnan et al., 1993). I denne oppgaven har POP-ene endosulfan 

og metoksyklor blitt studert. Endosulfan har lignende struktur som dieldrin og klordan (Figur 

12). Det er et insekticid som blant annet brukes som et sprøytemiddel under produksjonen av 

kaffe, te, frukter og grønnsaker. I miljøet kan endosulfan oksideres til endosulfansulfat eller 

hydrolyseres til endosulfandiol. Endosulfan påvises i dag over hele verden, og α-isomeren er 

mest utbredt. I den arktiske atmosfæren er α-endosulfan det mest utbredte organoklorpesticidet 

etter heksaklorbenzen og heksaklorsykloheksan (Weber et al., 2010). En studie utført på 

Grønland har tidligere påvist endosulfan i både torsklever, i huden hos narhval (Monodon 

monoceros) og i spekket til grønlandssel (Phoca groenlandica) (Vorkamp et al., 2004). 
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Endosulfan har østrogene egenskaper både i pattedyr og teleoster. En rekke in vitro-forsøk med 

ER fra menneske har vist at endosulfan evner å aktivere reseptoren (Soto et al., 1994, Legler et 

al., 1999, Wu et al., 2008). Forsøk med primære hepatocytter fra laks (Salmo salar) viste at 

endosulfan fører til en oppregulering av vtg (Krøvel et al., 2010). 

 

 

Figur 12. Den kjemiske strukturen til henholdsvis dieldrin (A), endosulfan (B) og Klordan (C) 

 

Metoksyklor ligner strukturelt på DDT (Figur 13). Forbindelsen ble utviklet for å erstatte DDT 

i anvendelsen som insekticid. I rotter har både metoksyklor og en av dens metabolitter, 2,2-

bis(p-hydroksyfenyl)-1,1,1-trikloretan (HPTE), vist seg å hemme bindingen av E2 til 

østrogenreseptoren, der HPTE har vist seg å ha høyest affinitet for østrogenreseptoren av disse 

to (Cummings, 1997, Nelson, 1974). Et kjemisk aktivert luciferase-genuttrykningsanalyse (ER-

CALUX-analyse) utført med ERα fra menneske har vist at metoksyklor evner å aktivere 

reseptoren ved konsentrasjoner under 1 µM (Legler et al., 1999). Et forsøk utført på sebrafisk 

(Danio reiro) viste at eksponering for 5 µg/L endosulfan over en periode på 14 dager førte til 

økt VTG-konsentrasjon i blodet hos voksne hannindivider (Versonnen et al., 2004).   

 

 

Figur 13. Den kjemiske strukturen til henholdsvis diklor-difenyl-trikloretan (DDT) (A) og metoksyklor (B) 
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1.5 Presisjonskuttede leverskiver (PKLS)  

Leveren er det viktigste organet for biotransformasjonen av fremmedstoffer da den inneholder 

reseptorer og enzymer som er essensielle i reaksjonsveier som bidrar til detoksifisering av disse. 

Miljøgifter tenderer til å akkumulere i fettrike vev. Torskeleveren skiller seg fra andre 

vertebrater ved at hepatocyttene har større cellulært volum og inneholder mer fett, noe som 

legger til rette for akkumulering av lipofile miljøgifter i dette vevet (Fujita et al., 1986, Segner, 

1998, Eide et al., 2014).  

Presisjonskuttede leverskiver (PKLS) er en teknikk som kan brukes til ex vivo-

eksponeringsstudier. Denne teknikken ble nylig etablert på torsk hvor vevsbiter med en 

diameter på 8 mm og en tykkelse på 250 μm prepareres ved hjelp av en vibratom (Eide et al., 

2014). Leverskivene er levedyktige i kultur opp til flere dager (72 timer) (Eide et al., 2014). 

PKLS kan eksponeres for kjemikaler på samme måte som andre cellesystemer, som primære 

hepatocytter og cellelinjer, men i leverskiver beholdes cellenes normale fordeling og celle-

celle-interaksjoner opprettholdes. Selv om hepatocyttene er den celletypen som responderer 

mest ved eksponering for miljøgifter, vil også andre celletyper, som endotelceller, 

fettlagringsceller og erytrocytter, indirekte eller direkte bidra i leverskiver, på samme måte som 

de ville gjort i en in vivo-situasjon (Eide et al., 2014).  

1.6 Gal4/UAS-luciferase-genreportersystem  

For å studere in vitro-aktivering av transkripsjonsfaktorer kan luciferasebaserte 

genreportersystemer benyttes (Brasier et al., 1989). Et av disse systemene baserer seg på at man 

kotransfekterer eukaryote celler med et reporter- og reseptorplasmid. Reporterplasmidet 

inneholder genet som koder for luciferase som er under kontroll av én eller flere 

aktiveringssekvenser (UAS). Reseptorplasmidet inneholder reseptoren man ønsker å studere 

fusjonert sammen med DBD til gjærsopproteinet Gal4. Ved uttrykning vil reseptor-Gal4-DBD 

være det resulterende fusjonsproteinet. Når reseptoren aktiveres av en ligand vil 

fusjonsproteinet via Gal4-DBD binde til UAS oppstrøms for luciferasegenet i reporterplasmidet 

og dermed initiere transkripsjon. Når luciferin tilsettes til cellene, vil den enzymatiske 

aktiviteten fra luciferase sørge for at oxyluciferin dannes og at lys emitteres og kvantifiseres 

(Figur 14). Fordelen med et slikt system er at det er uavhengig av reseptorens naturlige 

dimeriseringspartnere og endogene responselement. Systemet har tidligere i forskningsgruppa 

vært brukt til å studere ligandaktivering av en rekke transkripsjonsfaktorer, blant annet PXR fra 



16 

 

isbjørn (Ursus maritimus) og VDR, VDR, PPAR, PPAR, PPAR, AhR1b og AhR2 fra 

atlanterhavstorsk (Endresen, 2016, Lille-Langøy et al., 2015, Madsen, 2016).  

 

Figur 14. Illustrasjon av luciferase genreportersystemet benyttet i masteroppgaven. 1. Transfeksjon av 

reporter-, reseptor- og kontrollplasmid inn i COS-7-celler. 2. Ligandeksponering av Cos-7-celler for MXC, END 

og MIKS. 3. Ligandaktivering av ERα fører til transkribering av genet som koder for luciferase. 

Luciferaseproteinet omdanner luciferin til oxiluciferin i en reaksjon hvor lys dannes og kan kvantifiseres. 

Modifisert fra Ueland (2013).  
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1.7 Mål for oppgaven  

Det overordnede målet for denne oppgaven er å funksjonelt karakterisere ERα i 

atlanterhavstorsk med tanke på dens evne til å aktiveres av ulike ligander (miljøgifter). Dette 

skal gjøres ved å klone ERα fra torskelever og etablere et luciferasebasert genreportersystem 

med det ligandbindende domenet fra reseptoren fusjonert til Gal4-DBD. Det skal undersøkes 

hvordan ERα aktiveres av endosulfan, metoksyklor og en blanding av disse. Videre vil PKLS 

fra torsk eksponeres for de samme forbindelsene, og aktivering av ERα-signalveien skal følges 

ved å studere endring i uttrykning av esr1 og vtg ved bruk av qPCR. Selv om torskegenomet er 

sekvensert, mangler det fremdeles en komplett kartlegging av gensekvensen til esr1. For å klone 

ERα-LBD er det nødvendig å identifisere slutten av gensekvensen til reseptoren ved hjelp av 

en metode kalt «rask amplifisering av cDNA-ender» (RACE).  

Delmålene for oppgaven er å:  

1. Oppregulere uttrykningen av esr1 ved å eksponere PKLS fra juvenil torsk for EE2  

2. Kartlegge slutten av sekvensen til esr1-transkriptet ved bruk av rask amplifisering av 

cDNA-ender (RACE) 

3. Måle ligandaktivering av ERα ved bruk av et luciferasebasert genreportersystem  

4. Måle oppregulering av esr1 og vtg fra leverskiver eksponert for de samme ligandene 

brukt i genreporteranalysene 
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2 Materialer 
 

2.1 Kjemikalier 

 

Tabell 1: Oversikt over kjemikalier  

Navn Formel Leverandør / 

produktnummer 

2-Mercaptoethanol C2H6OS Aldrich / M6250 

2-Nitrofenyl β-D-

galactopyranoside (ONPG) 

H12C15NO8 Sigma / N1127 

2-log DNA-standard (0,1 – 

10,0 kb) 

 New England Biolabs / 

N3200s 

Adenosin 5′-trifosfat 

dinatrium salt hydrat (ATP) 

C10H14N5Na2O13P3  Sigma / A2383 

Agar-agar  Merck / 101614 

Agarose  Sigma / 2A9539 

Agarose (ultra-low melt)  Sigma / A2576 

Ampicillin-natriumsalt C16H18N3NaO4S Sigma / A9518 

Betain C5H11NO2 Sigma / B0300 

Borsyre H3BO3 Merck / 100165 

Bovin Serum Albumin 

(BSA) 

 Sigma / A9647 

Dimetyl sulfoksid (DMSO) C2H6SO Sigma / D8418 

Dinatriumhydrogenfosfat 

dihydrat 

Na2HPO4  Sigma / 30435 

DL-Dithiothreitol (DTT) C4H10O2S2 Sigma / D0632 

D-luciferin Firefly C11H8N2O3S2 Biosynth / L-8200 

Dulbecco’s Modified 

Eagle’s Medium – høy 

glukose (med fenol rød) 

 Sigma / D5671 
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Navn Formel Leverandør / 

produktnummer 

Dulbecco’s Modified 

Eagle’s Medium – høy 

glukose (uten fenol rød) 

 Sigma / D1145 

Endosulfan C9H6Cl6O3S Sigma / PS81 

Etanol C2H6O Sigma / 32221 

Etidiumbromid C21H20BrN3 Sigma / E1510 

Etylen glycol-bis(2-

aminoetyleter)N,N,N′,N′-

tetraedikksyre (EGTA) 

C14H24N2O10 Sigma / E3889 

Etylendiamintetraeddiksyre 

(EDTA) 

C₁₀H₁₄N₂Na₂O₈  Merck / 108418 

Formamid CH3NO Sigma / F9037 

Fosfatbufret løsning (PBS) 

10X 

 Sigma / P5493 

Fatalt bovint serum (FBS)  Sigma / F7524 

GelRed  Biotium / 41003 

GelGreen  Biotium / 41005 

Gjærekstrakt  Fluka / 92144 

Glycerol C3H8O3 Sigma / G5516 

Isopropanol C3H8O Kemetyl / 603-117-00-0 

Kaliumklorid KCl Sigma / P9541 

Kloroform CHCl3 Sigma-Aldrich / 650498 

Koenzym A trilithiumsalt C21H33Li3N7O16P3S Sigma / C3019 

L-Glutamin C5H10N2O3 Sigma / G7513 

Leibovitzs 1-15-medium, 

uten fenolrødt 

 TermoFisher / 21083-027 
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Navn Formel Leverandør / 

produktnummer 

Magnesium-

karbonathydroksid 

pentahydrate 

Mg5C4O14H2 Sigma / M5671 

 

Magnesiumklorid MgCl2 Sigma / M8266 

Magnesiumsulfat MgSO4  Sigma / M2643 

 

Metoksyklor C16H15Cl3O2 Sigma /49054 

Monobasisk Natriumfosfat NaH2PO4  Sigma / S0751 

Natriumklorid NaCl Merck / 106404 

Natriumpyruvat C3H3NaO3 Sigma / S8636 

Opti-MEM® I Reduced 

Serum Medium 

 Life Technologies / 31985-

062 

Phenylmethanesulfonyl 

fluorid (PMSF) 

C7H7FO2S Sigma / P7626 

Qiazol  Qiagen / 79306 

SOC vekstmedium  New England Biolabs / 

B9020S 

3-(4,5-Dimethyltiazol-2-yl)-

2,5-

Difenyltetrazoliumbromide 

(MTT) 

C18H16BrN5S Sigma / M5655 

TransIT®-LT1 

Transfeksjonsreagens 

 Mirus / MIR 2300 

Tricine H13O5C6N Sigma / T0377 

Tris-PO4 (Trizma® fosfat 

dibasisk) 

C8H25N2O10P Sigma / T4258 

Trizma® base NH11C4O3 Sigma / T1503 

Trypan Blue løsning C34H24N6Na4O14S4 Fluka / 93595 
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Navn Formel Leverandør / 

produktnummer 

Trypsin-EDTA løsning 1X 

(0,05% trypsin, 0,02% 

EDTA) 

 Sigma / 59417c 

 

Trypton  Merck / 111931 
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2.2 Kommersielle kit  

 

Tabell 2: Liste over kommersielle kit brukt i oppgaven 

Navn  Beskrivelse  Leverandør / 

produktnummer 

BigDye® Terminator v3.2 Cycle 

Sequencing Kit 

Sanger sekvensering ThermoFisher Scientific / 

4337456 

Cytotoxicity detection kit (LDH) Cytotoksisitet (PKLS) Roche / 11644793001 

Enhanced Avian First Strand 

Synthesis Kit 

Revers transkripsjon  Sigma / STR1 

GoTaq® Green Master Mix Amplifisering av DNA Promega / M7122 

iScript cDNA synthesis kit Revers transkripsjon Bio-Rad / 1708891 

Lightcycler® 480 SyBR green i 

mastermiks 

Kvantitativ sanntids-

PCR (qPCR) 

Roche / 04887352001 

NucleoBond® Xtra Midi kits Plasmidrensing MACHEREY-NAGEL / 

740410.100 

NucleoSpin® Gel and PCR 

Clean-up 

Gelrensing av DNA MACHEREY-NAGEL / 

740609.250 

NucleoSpin® Plasmid EasyPure Plasmidrensing MACHEREY-NAGEL / 

740727.250 

Q5® Site-Directed Mutagenesis 

Kit 

Mutering av DNA-

sekvens 

New England Biolabs / 

E0554S 

RNeasy Plus universal Mini Kit RNA-ekstraksjon Qiagen / 73404 

SAP 10 X Reaction Buffer Defosforylering Affymetrix / 70103 

Shrimp Alkaline Phosphatase 

(SAP) 

Defosforylering Affymetrix / 78390 

SMARTer® RACE 5’/3’ Kit RACE Takara / 634859 

StrataClone PCR Cloning Kit Transformering  Agilent Technologies / 

240205 

T4 NDA-ligase Ligering  Takara / 2011A 
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Navn  Beskrivelse  Leverandør / 

produktnummer 

TaKaRa Ex Taq® DNA 

Polymerase 

Amplifisering av 

DNA-fragment 

Takara / RR001B 

                    

 

2.3 Celler 

 

Tabell 3: Liste over celler brukt i oppgaven 

Celler Beskrivelse Leverandør / opphav 

StrataClone solopack 

competent cells  

Kompetente Escherichia 

coli-celler 

Agilent / 240205 

COS-7-celler Nyrecellelinje fra afrikansk 

grønnape 

(Gluzman, 1981) 

 

2.4 Plasmid  
Tabell 4: Liste over plasmid brukt i oppgaven 

Plasmid Beskrivelse  Opphav 

Mh(100)x4tk luc reporterplasmid (Forman et al., 1995) 

pCMV-β-gal kontrollplasmid (Blumerg et al., 1998) 

pCMX-Gal4-ERα-LBD reseptorplasmid  
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2.5 Primere 

 

Tabell 5: Primere brukt i oppgaven 

ID Navn Sekvens (5'-3') lokalisering 

MT41* T3  ATTAACCCTCACTAAAGGGA pSC-A 

MT43* T7_rev GTAAAACGACGGCCAG pSC-A 

MT533 3A'-RACECDSPrimerA AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACT

TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT

VN 

 

MT535 Universal primer long CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGC

AGTGGTATCAACGCAGAGT 

 

MT536 Universal primer short CTAATACGACTCACTATAGGGC  

MT357 Nestet universal primer  AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT  

MT1033 rpl22 fwd AGAAGTCCAAAAAAGGAGCTTCCT  

MT1034 rpl22 rev GTTACCGGTCTTCCCGTTGA  

MT1999 arp rev CAGGGCCTTGGCGAAGA  

MT1200 arp fwd TGATCCTCCACGACGATGAG  

MT1077* pCMX Fwd/Gal4N_fwd TGCCGTCACAGATAGATTGG pCMX 

MT1078* pCMX Rev ATTCTCTCTAGGTAGTTTGTCA pCMX 

MT1233 VTGα fwd AGACTGGCCTGGTCGTCAAA  

MT1234 VTGα rev GCGAGGATAGAGGCAGGGAT  

MT1245 cERad1 CTTGAGCTGTCCCTTCATGACC 903-924 

MT1246 cERar1 AGTGGATGGACCTCCAGATGAG 972-993 

MT1266 cod_esrl_BodoelF TGCAGTCCCTGGGCAGTGGGTCCACC

A 

1-27 

MT1267 cod_esrl_BodoelR TGACCTCGGTGTACGGCCGGTTCATCT 796-822 

MT1268 cod_esrl_Bodoe2F AGGCAGCTGGAGAACAGGACGTCGCC 603-924 

MT1269 cod_esrl_Bodoe2R TGGGCGTCCAGCATCTCCAGCAGCAG

GT 

1414-

1441 

MT1270 cod_esrl_Bodoe3F AAAGGAGGTATGCGCAAGG 516-534 
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ID Navn Sekvens (5'-3') lokalisering 

MT1271 cod_esrl_Bodoe3R TGACCTCGGTGTACGGCCGGTTCATCT 796-822 

MT1310 gm_er1_3RACE_FWD     ACGACAGCCTGGCCGTTCAGGGCA 1210-

1233 

MT1311 gm_er1_3RACE_FWD2 GCCGTTCAGGGCATGCTCGACACCA 1221-

1245 

MT1312 gm_er1_3RACE_FWD3     CGACACCATCACGGACGCCCTCA 1238-

1260 

MT1313 gm_er1_3RACE_FWD4     CAGGGCATGCTCGACACCATCACG 1227-

1250 

MT1314 gm_er1_3RACE_FWD5     CCTTCACGACAGCCTGGCCGTTCA 1205-

1228 

MT1315 gm_er1_3RACE_FWD6     GCACCATGGAGGCCCTTCACGACA 1192-

1215 

MT1316 gm_er1_3RACE_FWD7 TGGGGCCTTCTCGTTCTGCACCA 1169-

1191 

MT1324 cod_Esr1_hinge_fwd_EcorI     gaattcATGAAAGGAGGTATGCGCAAGG 513-534 

MT1325 cod_Esr1_rev_Bam_HI ggatccTCAGACGGACGCACACTCGTG 1629-

1649 

MT1347 Q5SDM_codEsr_F     CCGCAGGACGGGAGGAGGAAC 630-650 

MT1348 Q5SDM_codEsr_R     GGGCGACGTCCTGTTCTC 612-629 

Alle primerne ble levert av Sigma-Aldrich. Små bokstaver indikerer sekvens med kuttesete.  
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2.6 Medium  

 

Tabell 6: LB-medium 

Komponent  Konsentrasjon 

NaCl 10 g / L 

Trypton 10 g / L  

Gjærekstrakt 5 g / L 

MilliQ-vann - 

 

 

Tabell 7: Frysemedium for cos-7-celler 

Komponent Konsentrasjon 

DMEM-10% FBS (neste Tabell) 1 X 

DMSO 5 % (v / v) 

 

 

Tabell 8: Dyrkningsmeium for Cos-7-celler 

Komponent Konsentrasjon 

DMEM 0,87 X 

Pencillin-Streptomycin  86,96 U / mL 

Fatalt kalveserum (FBS) 8,70 % 

Natriumpyruvat 0,87 mM 

L-Glutamin  3,48 mM 

Ved ligandeksponering ble det brukt DMEM uten fenolrødt og superstrippet FBS 
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Tabell 9: Medium brukt i forbindelse med PKLS 

Komponent Konsentrasjon 

Føtalt kalveserum, super-

stripped 

10 % 

Pencillin-Streptomycin 1 % 

L15-media (uten fenolrødt) - 

 

 

2.7 Løsninger 

 

Agarosegel 

5 x Tris-borsyre-EDTA-buffer (TBE-buffer) 

Tabell 10: 5 X Tris-borsyre-EDTA-buffer (TBE-buffer)   Tabell 11: Tillaging av agarosegel 

Komponent Konsentrasjon 

Tris 0,45 m 

Borsyre 0,45 m 

EDTA  0,01 m 

MilliQ-vann - 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Komponent  Konsentrasjon 

TBE-buffer 0,5 X 

Agarose 0,7-1,2 % 

Gelred / Gelgreen  0,0002 % 
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Lyseringsbuffer 

Tabell 12: Basebuffer lysering                                                Tabell 13: Lyseringsbuffer 

Komponent Konsentrasjon 

Tris-PO4, pH 7,8  25 mM 

Glycerol 15 %  

CHAPS 2 % 

L-α-

Phosphatidylcholine 

1 % 

BSA 1 % 

 

 

β-galaktosidasebuffer 

Tabell 14: β-galaktosidase basebuffer                 Tabell 15: β-galaktosidasebuffer 

Komponent  Konsentrasjon 

NaH2PO4 • 2H2O 40 mM 

Na2HPO4 • H2O 60 mM 

KCl 10 mM 

MgCl2 1 mM 

 

Luciferasebuffer 

Tabell 16: Luciferase basebuffer 

Komponent Konsentrasjon 

Tricin 80 mM 

EDTA 0,4 mM 

(MgCO3)4∙Mg(OH)2∙5H2O 4,28 mM 

MgSO4 10,68 mM 

 

 

Komponent Konsentrasjon 

Basebuffer 

lysering  

1 X 

EGTA 8 mM 

MgCl2 4 mM 

DTT 1 mM 

PMSF 0,4 mM 

Komponent Konsentrasjon 

Basebuffer β-

galaktosidase 

1 X 

Β-mercaptoetanol 52,9 nM 

ONPG 8,6 mM 
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Tabell 17: Luciferasebuffer 

Komponent Konsentrasjon 

Basebuffer Luciferase (pH 7,8) 1 X 

DTT 5 mM 

ATP  0,5 mM 

Koenzym A 0,15 mM 

D-luciferin  0,5 mM 

MilliQ-vann - 

 

Tabell 18: PKLS-buffer 

Komponent Konsentrasjon 

NaCl 122 mM 

KCl 4,8 mM 

Na2HPO4 • 2H2O 11 mM 

MgSO4 • 7H2O 1,2 mM 

PKLS-buffer holdes på 4°C og sterilfiltreres (0,22 µM porer) over på en autoklavert flaske 
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2.8 Instrumenter  

 

Tabell 19: Instrumeter 

Instrument Beskrivelse Leverandør 

Buerker haemocytometer Telling av celler Marienfeld 

C1000™ Thermal Cycler qPCR BioRad 

ChemiDoc Fremkalling av geler BioRad 

CT15RE Sentrifuge Hitachi 

DM IL inverted microscope  Telling av celler Leica 

EnSpire™ 2300 Multilabel Reader Plateleser PerkinElmer 

GD100 Varmebad Grant 

Heraeus multifuge x3r Sentrifuge Thermo scientific 

HERMLE Sentrifuge Heco Laboratorieutstyr as 

HS 501 Digital Risteplate IKA® - Werke 

MilliQ A10 Advantage Deionisert H2O Merck Millipore 

MP220 pH-meter  Bergman 

Nanodrop 1000 Spectrophotometer Spektrofotometer Thermo Scientific 

PowerPac™ HC Strømforsyning til 

gelelektroferese 

BioRad 

Precellys® 24 Homogenisering av 

vev 

Bertin instruments 

VT 1200 vibratome line Presisjonskutter for 

vevssnitt  

LEICA 
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2.9 Programvare 

 

Tabell 20: Programvare / verktøy 

Programvare / verktøy Beskrivelse Leverandør / produsent 

CAP3 sequence assembly 

Program 

sette sammen DNA-sekvenser Prabi 

Clustal Omega Multippel sekvenssammenstilling EMBL-EBI 

EndNote Kildelisteverktøy Thomson 

EnSpire Manager Plateleser PerkinElmer 

Excel 2016 Statistiske analyser Microsoft® 

ExSpasy translate tool Translatere DNA til protein Bioinformatics Resource 

Portal 

GeneSnap Image Visualisering av agarosegeler SynGene 

GraphPad Prism 7 Tillaging av grafer/diagrammer GraphPad software 

ND-1000 Bestemmelse av plasmid-, RNA- 

og DNA-konsentrasjon og renhet 

Thermo Scientific 

PowerPoint 2016 Illustrasjoner Microsoft® 

RStudio Statistiske analyser  

SnapGene Viewer Visualisering av DNA-sekvenser Biotech 

Word 2016 Tekstbehandling Microsoft® 
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3 Metoder  

3.1 Oversikt over metoder 

I oppgaven ble det benyttet forskjellige metoder. Blant annet rask amplifisering av cDNA-ender 

(RACE), luciferasebaserte ligandaktiveringsanalyser og eksponeringsstudier med leverskiver 

fra torsk. En oversikt over noen av metodene brukt i oppgaven er vist i Figur 15.  

 

Figur 15. Oversikt over metodene brukt i oppgaven. Leverskiver fra torsk ble eksponert for EE2 for å 

oppregulere uttrykningen av esr1. RNA fra leverskivene ble brukt som templat i RACE-reaksjoner for å 

amplifisere den ukjente 3′-enden til esr1. Videre ble torsk-ERα-LBD klonet og sekvensert. Det ble konstruert et 

reseptorplasmid, pCMX-Gal4-ERα-LBD, som ble transfektert inn i COS-7-celler og brukt i luciferasebaserte 

genreporteranalyser med metoksyklor (MXC), endosulfan (END) og en blanding av disse (MIKS). Videre ble 

PKLS fra torsk eksponert for de samme forbindelsene, før uttrykk av esr1 og vtg ble undersøkt. Det ble 

gjennomført viabilitets- og cytotoksisitetstester på leverskivecellene.   
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3.2 Prøvetaking  

Atlanterhavstorsken (Gadus morhua) som ble brukt i oppgaven ble anskaffet fra Austevoll 

havbrukstasjon (Havforskningsinstituttet (HI), Bergen, Norge) og røktet hos 

Industrilaboratoriet (ILAB; Universitetet i Bergen (UiB), Norge). Totalt ble det brukt fire fisk 

i denne masteroppgaven. Disse ble avlivet med et hardt slag mot hodet og bløgget. Fiskene ble 

brukt i eksponeringsforsøk ved bruk av presisjonskuttede leverskiver (PKLS). Det ble totalt 

utført fire eksponeringsforsøk. I forsøk 0 ble det eksponert for etynyløstradiol (EE2). Til dette 

forsøket ble det brukt én fisk. I forsøk 1 ble det eksponert for metoksyklor (MXC), i forsøk 2 

ble det eksponert for endosulfan (END) og i forsøk 3 ble det eksponert for en blanding av 

metoksyklor og endosulfan (MIKS). Tre individer ble brukt til både forsøk 1, 2 og 3. De samme 

fiskene ble brukt i de tre forsøkene (Tabell 21).  

Tabell 21: Oversikt over fiskene brukt i oppgaven. Tabellen viser kjønn, vekt og i hvilke forsøk fiskene 

ble brukt.  

Fisk  Kjønn Vekt (g) Vekt lever (g) Forsøk 

0 K 700 64 0 

1 M 594 44 1, 2 og 3 

2 K 553 61 1, 2 og 3 

3 K 439 33 1, 2 og 3 

 

3.3 Protokoll for PKLS 

Metoden brukt i dette forsøket tar utgangspunkt i metoden beskrevet av Eide et al. (2014). Før 

forsøkene ble utført ble arbeidsbenken vasket med 70 % etanol, og redskapene brukt til 

disseksjon ble autoklavert. Buffere ble sterilfiltrert gjennom filter med porer på 0,22 µm, og 

oppbevart på autoklaverte flasker på 4 °C.  

Etter avliving ble fisken veid og åpnet ventralt fra gattåpningen mot gjellene. Leveren ble vasket 

med kald PKLS-buffer før den ble veid. Leveren ble holdt på kald PKLS-buffer da 

sylinderformede leverbiter ble boret ut med et kjernebor med en diameter på 8 mm. 

Leverkjernene ble lagt i en ny petriskål med PKLS-buffer. Både lever, leverkjerner og 

leverskiver ble hold på is under hele prosedyren.  

Leica VT1200 S vibrating blade microtome (LEICA biosystem, Nussloch, Tyskland) ble brukt 

for å preparere leverskivene. Leverkjernen ble støpt i 3,75 % ultra-low melting-agarose før den 
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ble limt fast med Loctite Superlim Super Glue Precision til en plattform (magnet) som ble festet 

i bunnen av et kar dekket av PKLS-buffer. Rundt dette karet var det is. Levreskivene ble skjært 

ut med en tykkelse på 250 µm, med en frekvens på 2,5 mm og en hastighet på 0,30 mm/sek. 

Leverskivene ble deretter oppbevart i PKLS-medium. Når tilstrekkelig mengde leverskiver var 

preparert ble skivene aklimatisert i 2 timer på 10 °C med risting.  

Leverskivene ble eksponert enkeltvis i en 24-brønnsplate tilsatt 1 mL medium og ønsket 

konsentrasjon av testforbindelse løst i DMSO (0,1 % endelig DMSO-konsentrasjon). 

Leverskivene ble inkubert i 48 timer på 10 °C med risting. Etter eksponeringen ble leverskivene 

direkte homogenisert. Medium ble samlet inn etter 48 timer og lagret på -40 °C.   

3.4 Eksperimentelt design for eksponering av leverskiver  

Forsøksoppsettet var basert på Eide et al. (2014). For hvert forsøk (med unntak av forsøk 0 der 

det kun ble brukt én fisk) ble det brukt tre individer i eksponeringsforsøkene. For hver fisk ble 

det brukt seks separate leverskiver for hver eksponeringsdose. Før RNA-ekstraksjon ble to og 

to leverskiver slått sammen for å sikre nok RNA-mengde for videre analyser. For hver 

testforbindelse ble det 0.1 % DMSO brukt som kontroll, og tre ulike konsentrasjoner av 

testforbindelsen ble benyttet. 

Til sammen ble det gjennomført fire eksponeringsforsøk. I eksponeringsforsøk 0 ble det brukt 

EE2, i forsøk 1 MXC, i forsøk 2 END og i forsøk 3 en blanding av MXC og END (MIKS) 

(Tabell 22).    
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Tabell 22: forbindelser og konsentrasjon benyttet i eksponeringsforsøkene. Testforbindelsene var løst 

i DMSO med endelig konsentrasjon på 0,1 % i alle forsøkene.  

 Forbindelse  Struktur Konsentrasjon 

(µM) 

Eksponeringsforsøk 0 EE2 

 

0, 10, 100 

Eksponeringsforsøk 1 MXC 

 

0, 0,5, 5, 50 

Eksponeringsforsøk 2 END  

 

0, 0,5, 5, 50 

Eksponeringsforsøk 3 MIKS  0, 0,5, 5, 50 

* Konsentrasjon oppgitt for MIKS er total molaritet av MXC og END i et ekvimolart forhold 

 

3.5 RNA-ekstraksjon  

Til ekstrahering av total-RNA fra leverskivene ble kittet RNasy plus Universal Mini Kit 

(Qiagen) brukt etter produsentens anbefalinger. Leverskivene ble tilsatt qiazol, som fremmer 

lysering av alle typer vev og hemmer RNase-aktivitet, og 2-3 lyseringskuler (diameter 2,8 mm) 

før de ble homogenisert i en Precellys 24-homogenisator (Bertin instruments) på 5000 rpm i 15 

sekunder. qDNA-elimineringsløsning ble tilsatt for å fjerne genomisk DNA. Kloroform ble 

tilsatt slik at blandingen ble separert i tre faser, med RNA i den øverste fasen, DNA og proteiner 

i interfasen, og proteiner i den nedre fasen. Den øverste fasen ble pipettert over i nytt rør. Etanol 

ble tilsatt og lastet i en RNeasy Mini spin-kolonne. For å vaske RNA ble først buffer RWT og 

deretter buffer RPE tilsatt. RNA ble eluert i 30 µL RNasefritt vann.  

RNA-konsentrasjon og renhet ble bestemt spektrofotometrisk ved bruk av NanoDrop 1000. 

RNA har maksimal absorbans ved 260 nm. For å måle renhet av RNA kan forholdet mellom 

A260 og A280 (A260/280) brukes. Proteiner absorberer hovedsakelig lys ved 280 nm. A260/280 

under 1,8 indikerer proteinkontaminering.  A260/280-verdien bør ligge mellom 1,8 og 2, med 

forbehold om at pH og ionestyrke kan påvirke målingene (Wilfinger et al., 1997). En annen 

måte å måle renhet på er A260/230. Kaotropiske salter og fenol absorberer lys ved 230 nm, og en 
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lav A260/230-verdi (under 1,8) kan indikere kontaminering med noen av disse. For å vurdere 

integriteten til RNA ble det brukt agarosegelelektroforese (AGE) (metode 3.6.1). Total-RNA 

domineres av ribosomalt RNA. Intakt RNA vil derfor ha synlige bånd fra de to ribosomale 

subenhetene på gel etter AGE. Båndet til 28S-RNA vil ha om lag dobbel så høy intensitet som 

18S-RNA.  

3.6 Agarosegelelektroforese  

Agarosegelelektroforese (AGE) brukes for å separere molekyler. Agarosegeler er horisontale 

geler som ved tilførsel av elektrisk strøm, kan separere molekyler med hensyn på størrelse og 

ladning. Nukleinsyrer (DNA/RNA) er negativt ladde molekyler dermed vil separasjon av disse 

hovedsakelig være basert på størrelse. Når elektrisk strøm tilsettes gelen, vil molekylene bevege 

seg med ulik hastighet mot den positivt ladde polen. Små molekyler vil bevege seg raskere enn 

større molekyler, fordi større molekyler har høyere friksjon mot porene i gelen og møter dermed 

mer motstand (Fallell and Taylor, 2006).  

3.6.1 RNA-elektroforese 

Til RNA-AGE ble det bruk 1 % agarosegel. Det ble tilsatt 0,1 % GelRed eller GelGreen som 

binder til DNA og lyser under UV-lys. Gelen ble dekket av 0,5 % TBE-buffer etter at gelen 

hadde stivnet. RNA-prøvene (200 ng) ble tilsatt formamid (50 % v / v), MilliQ-vann og 10 x 

lastebuffer. Prøvene ble varmebehandlet på 65 °C i 5 min før de ble lastet på gelen. Formamid 

og varmebehandling denaturerer RNA ved å bryte opp sekundærstrukturer. Gelen ble kjørt på 

100 v i 30 min. og visualisert ved bruk av Gel Doc™ EX Imager (Bio-Rad). 

3.6.2 DNA-elektroforese 

Ved DNA-elektroforese ble det brukt agarosegeler på 0,7 – 2 %, avhengig av hvor store 

fragment som skulle separeres. 0,5 X TBE-buffer ble benyttet under tillaging av gelen og til å 

dekke gelen under elektroforesen (Tabell 10). For å farge nukleotidene ble GelRed eller 

GelGreen tilsatt enten til gelen under støping eller til en bufferløsning som gelen ble inkubert i 

etter at gelelektroforesen var ferdig. For å få prøvene til å synke ned i bunnen av brønnene, ble 

de blandet med 10 X-lastebuffer. Gel Doc™ EX Imager (Bio-Rad) ble brukt for å ta bilde av 

gelene.  

3.7 cDNA-syntese  

cDNA lages ved å bruke enkeltrådet RNA som templat og syntetiseres av enzymet revers 

transkriptase. Det ble syntetisert cDNA på ulike måter. For prøvene som skulle brukes til qPCR 

ble iScriptTM synthesis kit (Bio-Rad) brukt (Tabell 23 og 24). Reaksjonssettet inneholdt en 
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revers transkriptase, reaksjonsmiks og en RNase-inhibitor. Reaksjonsmiksen er en optimal 

blanding av komponentene som trengs for at revers transkriptase skal kunne utføre cDNA-

syntese fra total-RNA, og består blant annet av dNTP, primere og en revers transkriptase-

spesifikk buffer. Reaksjonsmiksen inneholder to typer primere, en oligo(dT)-primer som består 

av 20 tymin-baser (T) som binder poly(A)-halen til mRNA, og en random heksamer-primer 

som består av tilfeldige oligonukleotider bestående av seks baser som binder mRNA på ulike 

steder. For hver prøve ble 500 ng RNA revers transkribert.  

Tabell 23: Komponenter for iScriptTM synthesis kit (Bio-rad).                                                         

 

Tabell 24: temperaturprogram for iScriptTM synthesis kit (Bio-rad). 

program Temperatur (°C) Tid (minutt) 

inkubering 25 5 

Revers transkribering 46 20 

RT-inaktivering 95 1 

Hold 4 - 

 

For prøver som ikke ble brukt til qPCR ble Enhanced Avian First Strand Synthesis Kit (AMV) 

(sigma) brukt. Den eAMV-reverse transkriptasen har en økt evne til å transkribere gjennom 

vanskelige sekundærstrukturer ved økt temperatur. Den er godt egnet til å transkribere lengre 

målgener (opptil 9 kb).  Kittet inneholdt en forankret oligo(dT)-primer bestående 23 tyminbaser 

og et C-, A- eller G-residu (anker). Ankeret sørger for at oligo(dT)-primeren binder i slutten av 

genet. I denne cDNA-syntesen ble det brukt 1 ng RNA (Tabell 25).  

 

Reagens Volum 

5 x iScript Reaction mix 4 µL 

iScript RT 1 µL 

MilliQ-vann Til 20 µL 

RNA-templat 500 ng 

Totalt volum 20 µL 
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Tabell 25: Komponenter tilsatt for eAMV-RT (del 1) 

Reagens Volum 

RNA-templat 1 µg 

dNTP 1 µL (500 µM endelig konsentrasjon for hver) 

Oligo(dT)-primer 1 µL (3,5 µM) 

MilliQ-vann Til 10 µL 

 

PCR-røret ble varmet på 70 °C i 10 min for å denaturere eventuelle sekundærstrukturer før røret 

ble plassert på is og resten av komponentene ble tilsatt (Tabell 26).  

Tabell 26: Komponenter tilsatt for eAMV-RT (del 2) 

Reagens  Volum 

10X buffer for eAMV-RT 2 µL 

Enhanced avian RT 1 µL 

MilliQ-vann Til 20 µL 

 

Blandingen ble inkubert på 42 °C i 50 minutter.  

 

3.8 Polymerasekjedereaksjon (PCR) 

Ved PCR amplifiseres en DNA-sekvens gjennom tre sykliske steg. I det første 

denatureringssteget separeres de to DNA-trådene ved å øke temperaturen til rundt 95 °C. I det 

neste steget, annealingsteget, senkes temperaturen slik at to spesialdesignede primere kan binde 

til komplementære sekvenser i endene i hver av de to DNA-trådene til fragmentet som skal 

amplifiseres. I elongeringssteget økes temperaturen til en temperatur, vanligvis 72 °C, som 

aktiverer DNA-polymerasen. DNA-polymerasen syntetiserer nye DNA-tråder ved å hekte baser 

på 3’-enden til hver av de to primerne. Disse tre stegene gjentas til ønsket mengde av DNA-

fragmentet er oppnådd (Saiki et al. 1988). I denne oppgaven ble revers transkripsjon-PCR brukt 

til å validere at esr1-transkriptet var til stede i prøvene og til å utføre RACE-PCR for å avdekke 

den ukjente 3'-enden (metode 3.11). 
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3.8.1 qPCR 

Kvantitativ polymerasekjedereaksjon (qPCR) og vanlig polymerasekjedereaksjon (PCR) 

baserer seg på samme prinsipp. Ved tradisjonell PCR detekteres vanligvis produktet etter at 

reaksjonen er ferdig ved å kjøre produktet på en agarosegel. Ved sanntids-PCR kan akkumulert 

produkt detekteres i det det dannes mens reaksjonen pågår. For å kunne detektere produkt 

brukes et fluorescerende molekyl som rapporterer mengde amplifisert DNA med en 

proporsjonal økning i fluorescerende lys. Sanntids-PCR kan enten være kvalitativ (måle 

tilstedeværelse eller fravær av en sekvens) eller kvantitativ (måler antall kopier av DNA). 

Kvantitativ sanntids-PCR betegnes ofte som qPCR (BIO-RAD, 2006).  

For hver syklus vil ønsket gen ideelt sett ha en 2 folds økning. I dette forsøket ble SYBR Green 

brukt som fluorescerende reportermolekyl. Terskel-syklusen (Ct) er ved den syklusen der det 

fluorescerende signalet er sterkt nok til å passere bakgrunnsignalet (BIO-RAD, 2006). 

I denne oppgaven ble LightCycler® 480 SYBR Green I Master (Rocher) brukt. Som anbefalt 

fra produsenten ble hver brønn tilsatt 20 µL reaksjonsmiks; primer (0,5 µM total forward og 

revers), cDNA (5 µL) og 10 µL mastermiks (2x). Programmet brukt er vist i Tabell 27. Det ble 

først laget en standardkurve i en egen plate for å avgjøre effektiviteten til primerparene. For 

hver plate som ble kjørt ble det i tillegg tatt med tre ulike konsentrasjoner av cDNA for å 

validere standardkurven. For hvert primerpar ble det også tatt med ikke-templatkontroller (ITK, 

negativ kontroll). Alle prøvene ble kjørt i triplikater. Det ble i denne oppgaven undersøkt 

uttrykningen av genene som koder for østrogenreseptor α (esr1) og vitellogenin (vtg).  
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Tabell 27: Sanntids-qPCR-program 

Steg Temperatur (°C) Tid Antall sykluser 

Denaturering  95 3 min - 

Denaturering 95 10 sek  

Annealing  55 10 sek 40 

Elongering 72 30 sek  

 95 10 sek - 

Smeltekurve 65 5 sek - 

 95 kontinuerlig - 

 

For å undersøke renheten til qPCR-produktene ble det brukt en smeltekurveanalyse (Figur 16). 

Prøver med samme produkt forventes å ha samme smeltepunkt. Analysen brukes også til å 

validere spesifisiteten til primerne. Uspesifikk binding kan føre til dannelse av uønskede 

produkter med annen smeltetemperatur enn det forventede produktet. Dette vil føre til flere 

topper i smeltekurven.  

 

 

Figur 16. Smeltekurve For å illustrere smeltekurven til PCR-produktet vises her produkt kjørt med primere for 

esr1 for prøver er eksponert for MXC og END. De små toppene til venstre for den store toppen viser uspesifikk 

primerbinding. Den høye toppen viser spesifikk primerbinding.  
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3.8.1.1 Referansegen 

Optimale referansegen har stabil uttrykning under alle eksponeringsregimene og hos 

kontrollgruppen. Olsvik et al. (2008) har tidligere vist at genene som koder for ubiquitin, 

arginin-rikt protein (arp) og ribosomalt protein L22 (rpl22) har de tilsynelatende mest stabile 

uttrykningene i lever. I denne oppgaven ble arp og rpl22 brukt som referansegen. Disse ble 

også brukt i Eide et al. (2014).  

3.8.1.2 Standardkurve 

For å bestemme amplifikasjonseffektivitetene til primerparene ble det laget en standardkurve 

med relative konsentrasjonsforhold. For å lage standardkurven ble det valgt ut RNA fra 10 ulike 

prøver fra de ulike fiskene. Det ble valgt ut prøver fra forskjellige forbindelser og 

konsentrasjoner. RNA ble blandet sammen og 500 ng ble brukt i cDNA-syntese. cDNA ble 

fortynnet 1/10 og brukt til å lage en 2-foldsfortynningsserie.  

3.8.1.3 Behandling av qPCR-data  

Standardkurven ble brukt til å bestemme amplifikasjonseffektiviteten (E) for hvert primerpar. 

Dette ble gjort ved å plotte logaritmen til konsentrasjonene mot Ct-verdiene fra qPCR-dataene. 

Formel 1 ble brukt til å regne ut E (Bio-Rad, 2006) 

(1)                                                       𝐸 = 10 
−1

𝑠𝑙𝑜𝑝𝑒 

 

I en perfekt PCR vil antall produkt dobles for hver syklus, i en slik situasjon vil E være 2. Ulike 

faktorer kan påvirke E-verdien, blant annet interaksjonen mellom primerne og 

templatsekvensen, konsentrasjonene til de andre komponentene i reaksjonen og komponenter 

som har blitt med fra tidligere behandling av prøvene, som fra RNA-ekstraksjonen eller cDNA-

syntesen. E-verdien indikerer den faktiske mengden templat som amplifiseres for hver syklus. 

E-verdien bør være mellom 1,9 og 2,1 (Bio-Rad, 2006).  
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Tabell 28: Oversikt over effektiviteten til primerparene brukt i eksponeringsforsøkene 

Primer Eksponeringsforsøk  0 Eksponeringsforsøk 1, 2 og 3 

 Effektivitet Prosent  Effektivitet Prosent 

apr 1,901 90,1 2,116 111,6 

esr1 2,020 102,0 2,049 104,9 

rpl22 2,245 124,5 2,136 113,6 

vtg 1,878 87,8 2,214 121,4 

 

Primereffektiviteten bestemmer hvilken metode som brukes for videre utregning av den relative 

mRNA-endringen. Er E = 2 brukes Livak-metoden. Hvis E er forskjellig fra 2 brukes Pfaffl-

metoden (Formel 2) (Bio-Rad, 2006).  

 

(2)                          𝐹𝑜𝑟ℎ𝑜𝑙𝑑 =  
(𝐸𝑚å𝑙𝑔𝑒𝑛)

𝛥𝐶𝑇𝑚å𝑙𝑔𝑒𝑛(𝑘𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑙−𝑝𝑟ø𝑣𝑒)

(𝐸𝑟𝑒𝑓𝑒𝑟𝑎𝑛𝑠𝑒𝑔𝑒𝑛)
𝛥𝐶𝑇𝑟𝑒𝑓𝑒𝑟𝑎𝑛𝑠𝑒𝑔𝑒𝑛(𝑘𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑙−𝑝𝑟ø𝑣𝑒) 

 

Forholdet er det relative forholdet mellom målgenet (Emålgen) og referansegenet (Ereferansegen), der 

det er tatt hensyn til primerparets effektivitet (E). Differansen mellom gjennomsnittet av 

kontrollgruppen og hver enkeltprøve er angitt ved ΔCt (BIO-RAD, 2006).  

3.8.1.4 Analyser av qPCR-data 

GeNorm ble brukt for å normalisere uttrykningen av vtg og esr1 mot arp og rpl22. 

Gjennomsnittsverdien for hvert triplikat ble delt på gjennomsnittsverdien for kontrollgruppen. 

R ble brukt for å fjerne uteliggere i datasett og for å gjennomføre en generalisert lineær modell 

(glmm) for å teste signifikans av foldendring i genuttrykk i gruppene behandlet med MXC, 

END og MIKS opp mot kontrollgruppen. For å teste signifikans av foldendring i genuttrykk for 

gruppen behandlet med EE2 ble det brukt en énveis-ANOVA med Dunnets test. Dataene ble 

visualisert i GraphPad Prism 7.01.  
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3.9 Viabilitets- og cytotoksisitetstest av PKLS 

3.9.1 MTT-analyse 

En måte å vurdere viabilitet/cytotoksiske effekter i PKLS etter eksponering for kjemikalier er 

å undersøke endringer i metabolsk aktivitet. Dette kan gjøres ved å måle evnen en leverskive 

har til å redusere 3-(4,5-dimetylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazoliumbromid (MTT) til et lilla, 

uløselig formazan-produkt via suksinatdehydrogenase. Mengden formazanprodukt som dannes 

antas å være direkte proporsjonalt med antall levende celler (van Meerloo et al., 2011).  

Leverskiver i duplikater ble eksponert for høyeste og laveste konsentrasjon av hver 

testforbindelse løst i 0,1 % DMSO i 48 timer (Tabell 2). Det ble også inkludert en 

løsemiddelkontroll med leverskiver som kun ble eksponert for 0,1 % DMSO.  

Etter eksponering ble eksponeringsmediet fjernet, og leverskivene ble vasket to ganger med 1 

mL fosfatbufret saltvann (PBS). Leverskivene ble veid før 500 µL MTT (2 mg / mL) ble tilsatt. 

Platen ble dekket med aluminiumsfolie og satt til inkubering i 1,5 time ved 10 °C på en 

risteplate. Leverskivene ble vasket med 1 mL PBS før 1 mL DMSO (100 %) ble tilsatt. Platen 

ble dekket med aluminiumsfolie og plassert på risteplate i 20 minutter. Formazan løst i DMSO 

ble i triplikater overført til en 96-brønnsplate. Absorbans ved 570 nm ble målt ved bruk av 

Perkin Elmer Enspire 2300 Multilable Plate Reader.  

3.9.2 LDH-analyse  

Laktatdehydrogenase (LDH) er et cytosolisk enzym som via NADH katalyserer reduksjonen 

av pyruvat til laktat. Hos døde celler mister cellemembranen sin integritet, og enzymet lekker 

ut av cellen. Dette ble brukt til å teste den toksiske effekten til forbindelsene i 

leverskiveeksponeringene (Legrand et al., 1992).  

I det første steget vil frigitt LDH redusere NAD+ til NADH+ + H+ ved oksidering av laktat til 

pyruvat. I den andre enzymatiske reaksjonen blir 2H+ overført fra NADH+ + H+ til det gule 

tetrazoliumsaltet INT (2-[4-iodofenyl]-3-[4-nitrofenyl]-5-fenyltetrazoliumklorid] av 

katalysatoren diaforase. En økning i antall døde- eller plasmamembranskadede celler resulterer 

i en økning i mengden LDH-enzymaktivitet i media. Økningen i enzymaktivitet er direkte 

korrelert med mengden formazan dannet i en begrenset periode. Mengden farge dannet i 

analysen er proporsjonal med antallet lyserte celler. Formazanfargen viser et bredt 

absorbsjonsmaksimum ved 500 nm. Tetrazoliumsaltet viser ikke signifikant absorbsjon ved 

disse bølgelengdene (Sigma-Aldrich, 2016). Analysen ble utført basert på protokoll fra Bizarro 

et al. (2016) ved bruk av Cytotoxicity detetection kit LDH (Roche). 
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Medium ble fra alle leverskivene samlet etter 48 timer og oppbevart på -40 °C til det ble 

analysert. Media ble tint til romtemperatur, og overført i triplikater til en 96-brønnsplate (50 µL 

i hver brønn) før 50 µL reaksjonsmiks ble tilført. Platen ble dekket med aluminiumsfolie og 

inkubert på risteplate i 20 minutter. Med Perkin Enspire 2300 Multilabel Plate Reader ble 

absorbans målt ved 490 nm. Absorbans ved 650 nm ble brukt som referansemåling.  

3.9.3 Analyser av data fra MTT- og cytotoksisitetstester 

For analysering av data fra MTT-analysen ble gjennomsnittsabsorbansen fra hver leverskive 

delt på vekten til leverskiven. Denne verdien ble videre delt på gjennomsnittsverdien av 

kontrollgruppen. For cytotoksisitetsanalysen ble referanseabsorbansen trukket fra absorbansen 

målt ved 490 nm. Det ble brukt en énveis-ANOVA med Dunnets test for å undersøke 

signifikans av endringen i viabilitet og cytotoksisitet. Dataene ble visualisert ved bruk av 

GraphPad Prism 7.01 

3.10 Primerdesign  

I denne oppgaven ble det brukt en rekke forskjellige primere (Figur 17). Det ble brukt 

forskjellige kriterier ut i fra om primerne ble designet til bruk i RACE-reaksjonene eller om de 

ble brukt til tradisjonell PCR og / eller qPCR. Ved design av genspesifikke RACE-primere ble 

anbefalingene fra protokollen SMART™ RACE cDNA Amplification Kit User Manual fulgt. 

Primerne ble designet til å ha en Tm > 70 °C, 50-70 % GC-innhold og en lengde på 23 – 28 nt 

(Tabell 5). De andre primerne ble designet til å bestå av 18 – 22 nt, ha et GC-innhold på 40 – 

60 % og til å ha en Tm som ikke varierte mer enn 5 °C mellom primerparene (Tabell 5). Alle 

primerne ble designet slik at de siste fem basene i 3'-enden besto av én til tre guanin- eller 

cytosinbaser.  
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Figur 17. Oversikt over primere for amplifisering av toskERα. Identifikasjonsnummeret for primerene er angitt 

under primerene. Kutteseter for restriksjonsenzymer er angitt ved siden av de aktuelle primerene. For 

primersekvenser se Tabell 5. 

 

3.11 Rask amplifisering av cDNA-ender (RACE) 

RACE er en metode som kan brukes for å sekvensere ender av transkripter når deler av 

sekvensen er ukjent. Ved bruk av revers transkripsjon lages først et cDNA fra RNA-sekvensen 

som skal undersøkes. cDNA brukes videre i genspesifikk amplifisering før produktet blir 

sekvensert (Borson et al. 1992). 

RACE kan brukes til å finne sekvensen mot 5'-enden (5' RACE-PCR) eller 3'-enden (3' RACE-

PCR) til et RNA-transkript selv når bare en liten del av sekvensen er kjent. Teknikken er også 

kjent som ensidig- eller forankret PCR (Borson et al. 1992). 

Fremgangsmåten varierer litt ut i fra om 5' RACE-PCR eller 3' RACE-PCR skal utføres. I denne 

oppgaven ble 3' RACE-PCR utført.  Ved 3 'RACE-PCR brukes den naturlige polyA-halen som 

finnes i 3'-enden i alle eukaryote mRNA for priming under revers transkripsjon. I cDNA-

syntesen brukes en oligo(dT)-adapter-primer som binder polyA-halen samt legger til en 

adaptersekvens i 5'-enden til hvert cDNA. PCR brukes videre til å amplifisere 3'-cDNA fra en 

kjent region ved bruk av en genspesifikk forward-primer og en revers universell primer (Figur 

18) (Borson et al. 1992). 
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Figur 18. Oversikt over 3'-RACE-reasksjon. Produkt fra den RACE-spesifikke cDNA-syntesen brukes som 

templat i den første RACE-reaksjonen (touchdown-reaksjonen). I denne reaksjonen brukes en genspesifikk 

forward-primer (gsp) kombinert med en revers primermiks bestående av en lang og en kort universell primer. 

Produktet fra touchdown-reaksjonen brukes videre som templat i den neste PCR-reaksjonen (nestet-reaksjonen). I 

denne reaksjonen brukes en gsp som ligger nedstrøms for den brukt i touchdown-reaksjonen. Den reverse primeren 

binder til inverterte repeteringselementer inkorporert av lang universell primer i touchdown-reaksjonen. Figuren 

er modifisert fra Clontech (2007). 
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I cDNA-syntesen ble Enhanced Avian revers transkriptase (sigma) brukt. Generert cDNA ble 

videre brukt i til sammen to PCR-reaksjoner. I den første reaksjonen (touchdown-PCR) (Tabell 

29 og 30) ble det brukt en genspesifikk forward primer (GSP) (Tabell 5) og en universell revers 

primermiks (UPM) (Tabell 5). I de første syklusene brukes en annealingtemperatur som er 

høyere enn smeltetemperaturen (Tm) til den universelle primermiksen. GSP hadde en Tm > 70 

°C slik at bare genspesifikk syntese oppsto. I de neste syklusene ble annealingtemperaturen 

senket slik at UPM kunne anneale til templatet.  

 

Tabell 29: Oversikt over reagenser i touchdown-PCR 

Reagens  Volum Konsentrasjon 

MilliQ-vann 8,75 µL - 

5X Green GoTaq®Flexi 

Buffer 

10 µL 1 X 

Betain 10 µL 1  

DMSO 2,5 µL 5 % 

MgCl2 6 µL 3 mM 

dNTP 4 µL 0,2 mM av hver dNTP 

GoTaq Flexi DNA 

Polymerase 

0,25 µL 1,25 U 

Universal primermiks 5 µL 0,4 µM 

Forward-primer 1 µL 0,4 µM 

Fortynnet cDNA 2,5 µL - 

Endelig volum  50 µL  
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Tabell 30: Temperaturprogram brukt for touchdown-PCR 

Temperatur (°C) Tid Antall sykluser 

94 30 sek 5 

72 5 min  

94 30 sek  

70 30 sek 5 

72 5 min  

94 30 sek  

68 30 sek 5 

72 5 min  

94 30 sek  

55 30 sek 25 

72 5 min  

 

 

Etter touchdown-reaksjonen ble det utført en ny PCR (Tabell 31 og 32). I denne nestet-

reaksjonen ble en del av det primære PCR-produktet reamplifisert ved å bruke primere (Tabell 

5) som ligger innenfor primerene som ble brukt i forrige reaksjon. Anbefalingene er tatt fra 

protokollen SMART RACE cDNA amplification kit user manual. 
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Tabell 31: Oversikt over reagenser brukt i nestet-PCR. 

Reagens  Volum  Konsentrasjon 

MilliQ-vann 12,75 µL - 

5X Green GoTaq®Flexi 

Buffer 

10 µL 1 X 

Betain 10 µL 1 M 

DMSO 2,5 µL 5 % 

MgCl2 6 µL 3 mM 

dNTP 4 µL 0,2 mM av hver dNTP 

GoTaq Flexi DNA 

Polymerase 

0,25 µL 1,25 U 

Nestet universal primer 1 µL 0,4 µM 

Forward-primer 1 µL 0,4 µM 

Fortynnet PCR-produkt 2,5 µL - 

Endelig volum 50 µL - 

 

Tabell 32: Temperaturprogram brukt i nestet-PCR. 

Temperatur (°C) Tid Antall sykluser 

94 30 sek  

55 30 sek 23 

72 5 min  

 

3.12 Ampifikasjonsbetingelser 

GC-rike sekvenser, di-, tri- og tetranukleotidrepetisjoner og korte tandemrepitisjonsekvenser 

kan skape problemer under amplifiseringen av et DNA-fragment. DNA-polymerasen kan 

stoppe eller slippe i begynnelsen av regioner med mye sekundærstrukturer som templat-

hårnåler. Sekvensdomener med høy smeltetemperatur kan påvirke PCR-reaksjoner ved å 

fungere som et termineringssete. Dannelse av sekundærstrukturer i enkeltrådede DNA-

fragmenter ved intramolekylær Hogsteen-baseparing ved guanin-residuer. En rekke 



50 

 

tilsetningsstoffer i reaksjonsmiksduren har vist seg å forbedre effektiviteten ved amplifisering 

av GC-rike templater. Dimetylsulfoksid (DMSO) er det mest utbredde tilsetningsstoffet brukt i 

amplifiseringsreaksjoner. Det er også rapportert at betain kan forbedre amplifikasjon av GC-

rike templat ved å redusere eller eliminere baseparsammensetningsavhengig smeltetransisjon. 

Betain hinder DNA-polymerase-stopp nær hårnål-strukturer (Frackman et al. 1998).  

Etter at RACE-reaksjoner med forskjellige genspesifikke primere ikke ga resultat, ble det 

forsøkt å tilsette betain (1M) og DMSO (5 %). Disse stoffene har vist seg å forbedre DNA-

amplifikasjonen for GC-rike produkter ved å senke smeltetemperaturen til DNA.  

I tillegg til å tilsette DMSO og Betain, ble det også gjort endringer i PCR-programmer. I RACE-

reaksjonene ble det i utgangspunktet brukt en elongeringstid på 3 minutter, men denne ble økt 

til 5 minutter i tilfelle transkriptet inneholdt en lang 3' utranslatert region (UTR).  

3.13 Kloning  

3.13.1 Rensing av nukleinsyrer fra agarosegel  

DNA-fragmenter ble renset fra agarosegel ved bruk av NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up 

(Macherey-Nagel) etter produsentens anbefalinger. Gelbitene med DNA ble smeltet på 50 °C i 

NTI-buffer. Buffer med oppløst DNA ble sentrifugert gjennom en silisiummembran før 

silisiummembranen ble vasket. Til slutt ble DNA-et eluert i tris-HCl-buffer.  

3.13.2 Transformering av Escherichia coli 

For kloning av PCR-produkter ble StrataClone PCR Cloning kit (Aligent) brukt. PCR-produkt, 

kloningsbuffer og vektormiks ble blandet sammen (Tabell 33) og inkubert i 5 minutter i 

romtemperatur. 

Tabell 33: StrataClone PCR-kloningssett ble brukt ved transformering av E. coli-celler 

Reagens Volum 

StrataClone Cloning Buffer 3 µL 

PCR-produkt 2 µL 

StrataClone Vector Mix amp/kan 1 µL 
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Før transformering har cellene blitt behandlet med saltløsning som gjør at den negative 

ladningen i cellemembranen og i plasmidet blir nøytralisert slik at bakteriecellene lettere kan ta 

opp plasmid. Når cellene i tillegg blir varmesjokket øker dette størrelsen på porer i 

cellemembranen slik at dobbelttvunnet plasmid lettere kan trenge gjennom porene. Når 

bakteriecellene etterpå blir inkubert på is, minker porestørrelsen i cellemembranen, og plasmid 

forblir i cellene (Panja et al. 2008).  

StrataClone kompetente celler (25 µL) ble tilsatt kloningsmiksdur (1 µL). Cellene ble inkubert 

på is i 20 minutter før de ble varmesjokket på 42 °C i 45 sekunder, før de deretter ble plassert 

på is. Det ble tilsatt 250 µL LB-medium før cellene ble inkubert på 37 °C og 250 rpm i 1 time. 

Cellene ble platet ut på LB-agarplater som inneholdt ampicillin (0,1 mg / mL), før platene ble 

inkubert på 37 °C over natta.  

Før cellene ble platet ut, ble X-gal tilsatt til agarplatene. Dette fordi et fragment av lacZ-genet 

i plasmidet kan komplimentere et annet lacZ-gen i cellen. Begge genene produserer ikke-

funksjonelle polypeptider alene, men når de uttrykkes sammen, så danner de en funksjonell β-

galaktosidase. Tilstedeværelse av en aktiv β-galaktosidase kan detekteres når celler vokser på 

plater som inneholder X-gal. Produktet som dannes når β-galaktosidase metaboliserer X-gal er 

blått, og resulterer i blå kolonier. Det multiple kloningssetet er lokalisert i lacZα-genet. Har 

plasmidet fått innsatt DNA vil dette forstyrre lacZα og funksjonelt β-galaktosidase dannes 

dermed ikke. Dette resulterer i hvite kolonier (Mientjes et al. 1996).  

3.13.3 Identifikasjon av ønskede kloner (screening) 

For å undersøke hvilke kolonier som inneholdt plasmid med ønsket PCR-produkt, ble ulike 

kolonier screenet. Vektoren satt inn i bakteriene inneholdt et gen som koder for 

ampicillinresistanse, og fordi agarplatene inneholdt ampicillin, vil bare kolonier som inneholder 

plasmid vokse. Kolonier uten innsatt DNA-fragment var blå (se over), derfor ble hvite kolonier 

screenet for å sjekke at de hadde innsatt fragment av rett størrelse. Lovende kolonier ble dyrket 

i LB-medium med ampicillin (0,1 mg / mL) på 37 °C på 250 rpm over natt før plasmid ble 

renset og sendt til sekvensering.  

3.13.4 Plasmidresing  

Før sekvensering og plasmidkonstruksjon ble plasmid-DNA renset ved hjelp av miniprep 

(metode 3.13.4.1) eller midiprep (metode 3.13.4.2). Bakteriene med media ble først sentrifugert 

slik at bakteriene ble samlet i en pellet. Pelleten ble resuspendert i RNase-holdig buffer. 

Alkalisk og natriumdodecylsulfatholdig (SDS-holdig) buffer ble tilsatt for å lysere bakteriene 
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og frigjøre DNA fra cellene. Nøytraliseringsbuffer ble tilsatt slik at proteiner, genomisk DNA 

og andre uønskede cellekomponenter ble felt ut, og for at plasmid-DNA skal kunne binde til 

silisiummembranen. Til slutt ble DNA eluert i en svak alkalisk buffer (5mM tris-HCl, pH 8,5) 

eller i sterilt milliQ-vann.   

3.13.4.1 Småskalarensing av plasmid ved bruk av miniprep 

Miniprerp (småskalarensing) ble brukt til rensing av plasmid-DNA brukt til sekvensering og til 

konstruksjon av pCMX-Gal4-ERα. 2 mL LB-medium med ampicillin (0,1 mg / mL) ble 

inokulert med bakterieceller og inkubert på 37 °C på 250 rpm i ca. 16 timer. Plasmid ble renset 

ved bruk av Nucleospin Plasmid EasyPure (Macherey-Nagel). Produsentens anbefalinger ble 

fulgt.  

3.13.4.2 Storskalarensing av plasmid ved bruk av midiprep 

For rensing av plasmid brukt til konstruksjon av pCMX-Gal4-ERα-LBD ble det brukt 

storskalarensing. Det ble opprettet en startkultur med 5 mL LB-medium med ampicillin (0,1 

mg / mL) som ble inkubert ved 37 °C på 250 rpm i ca. 16 timer. Kulturen ble inokulert med 

100 mL LB-medium med ampicillin (0,1 mg / mL) og oppbevart ved 37 °C på 250 rpm i 16 

timer. Plasmid ble renset fra kulturen ved bruk av NucleoBond® Xtra Midi-kit (Macherey-

Nagel) etter anbefalinger fra produsenten. Plasmid ble løst i sterilisert milliQ-vann.  

3.14 Sangersekvensering  

Sekvenseringen ble utført ved bruk av en kapillær-basert 3730XL Analyzer (Applied 

Biosystems) ved Molekylærbiologisk institutt (UiB). Den aktuelle DNA-sekvensen blir 

amplifisert ved bruk av en blanding av deoksynukleotider og fluorescens-merkede 

dideoksynukleotider. Fordi dideoksynukleotidene mangler en 3' hydroksylgruppe terminerer 

elongeringen av DNA-molekylene. Når dideoksynukleotider innsettes tilfeldig, blir det avgitt 

fluorescens. Hvert fragment bestemmer nuklotidens posisjon. Denne sekvenseringsmetoden er 

begrenset til om lag 900 bp, det ble derfor ved sekvensering av lengre fragmenter benyttet flere 

primere slik at hele sekvensen ble dekket. I sekvenseringsreaksjonen ble BigDye version 3.2 

brukt (Tabell 34). Etter amplifisering (Tabell 35) ble det tilsatt 10 µL milliQ-vann før prøvene 

ble levert til sekvenseringslaboratoriet for analysering. 
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Tabell 34: Reagenser brukt ved sangersekvensering 

Reagens Volum Konsentrasjon  

BigDye v. 3.1 1 µL  

Sekvenseringsbuffer 1 µL  

Templat - 200 ng 

Primer 1,6 µL  3,2 pmol 

MilliQ-vann Til 10 µL - 

 

Tabell 35: Temperaturprogram ved sangersekvensering 

Temperatur (°C) Tid Antall sykluser 

96 5 min 1 

96 10 sek  

35 51 5 sek 

60 4 min 

4 ∞ - 

 

3.15 Setespesifikk mutagenese 

Substitusjoner er mutasjoner der en base har blitt byttet ut med en annen base. En slik mutasjon 

kan resultere i endring av aminosyresekvens. Det er mulig å endre den muterte basen tilbake til 

den opprinnelige ved hjelp av spesialdesignede forward- og reversprimere. Den ønskede 

nukleotidendringen inkorporeres midt i forwardprimeren.  

Sekvensering avdekket at alle sekvenserte esr1-transkriptene inneholdt punktmutasjoner på 

forskjellige steder i de ulike transkriptene. Det ble valgt ut en sekvens med bare én 

punktmutasjon, der den substituerte basen ble mutert tilbake ved bruk av spesialdesignede 

primere og Q5 Site-Directed Mutagenesis Kit (BioLabs) etter produsentens anbefalinger.  

3.16 Konstruksjon av plasmidet pCMX-Gal4-ERα 

For å konstruere plasmidet pCMX-Gal4-ERα-LBD til bruk i luciferasebaserte 

ligandaktiveringsanalyser, ble det klonete ERα-LBD-fragmentet ligert inn i et pCMX-Gal4-

DBD-plasmid. 
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3.16.1 Kutteseter for restriksjonsenzymer  

For å konstruere fusjonsproteinet Gal4-ERα-LBD, ble det ved å designe primere som inneholdt 

kutteseter i 5'-enden, introdusert kutteseter i endene til sekvensen til esr1. Kuttesetene som ble 

introdusert var kompatible med kutteseter i vektoren som ble brukt (pCMX-Gal4-DBD). Det 

ble introdusert kutteseter for forskjellige restriksjonsenzymer (henholdsvis EcoRI og BamHI) i 

hver ende av sekvensen for å sørge for retningsspesifikk ligering inn i plasmidet.  

3.16.2 Partiell kutting med restriksjonsenzymer 

Det ble benyttet en partiell kuttereaksjon for konstruksjon av Gal4-ERα-LBD. Esr1-LBD 

inneholder et internt kuttesete for BamHI. For å unngå restriksjonskutting i dette setet, ble det 

satt opp partielle kuttereaksjoner med esr1 og en konstant konsentrasjon av EcoRI. BamHI ble 

tilsatt og fortynnet 1:3 for hver prøve. Bortsett fra dette var komponentene de samme som i 

Tabell 36. Totalvolumet for reaksjonene var 20 µL. Reaksjonene ble inkubert ved 37 °C i 1 

time, og produktene ble separert ved AGE. Reaksjon med tilfredsstillende resultat ble gjentatt 

med større volum (Tabell 36).  

3.16.3 Kutting av DNA 

pCMX-Gal4-DBD og esr1-LBD ble kuttet med restriksjonsenzymene EcoRI og BamHI. 

Kuttereaksjoner ble tillaget (Tabell 36 og 37) og inkubert ved 37 °C i 1 time, før de ble separert 

på en agarosegel. Produkter av ønsket størrelse ble kuttet ut fra gelen og renset som beskrevet 

i 3.5.3.   

Tabell 36: Protokoll for restriksjonskutting av innsatt DNA 

Reagens Volum Konsentrasjon 

DNA (225 ng/µL) 10 µL 45 ng/µL 

BamHI (0,02 U/µL) 3,33 µL 0,0014 U 

EcoRI (15 U/µL) 3,33 µL 1 U 

10 X Buffer K/M 5 µL 1 X 

BSA (0,1 %) 5 µL 0,01 % 

MilliQ-vann Til 50 µL - 
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Tabell 37: Protokoll for restriksjonskutting av plasmid 

Reagens  Volum   Konsentrasjon 

DNA 6.18 µL 250 ng/µL 

BamHI (15 U/µL) 3,33 µL 1 U 

EcoRI (15 U/µL) 3,33 µL 1 U 

10 X Buffer K/M 5 µL 1 X 

BSA (0,1 %) 5 µL 0,01 % 

MilliQ-vann Til 50 µL - 

 

3.16.4 Defosforylering  

For å hindre religering av plasmidet uten innsatt fragment, ble pCMX-Gal4-DBD-vektoren 

defosforylert med alkalisk fosfatase (SAP) (Affymetrix). SAP fjerner fosfatgruppen 5' i DNA 

som oppstår når vektoren blir kuttet med restriksjonsenzymer. Komponentene i reaksjonen er 

listet opp i Tabell 38. Reaksjonen ble inkubert ved 65 °C i 45 min, før fosfatasen ble inaktivert 

ved varmebehandling ved 65 °C i 15 min. Formel 3 ble brukt for å regne ut volumet for 1 pmol 

DNA-ender. 

Tabell 38: komponenter for defosforylering 

Reagens Volum Konsentrasjon 

Lineært DNA - 1 pmol DNA-ender 

10 X SAP-buffer 2 µL 1 X 

SAP (1 U/µL) 1 µL 1 U 

MilliQ-vann Til 20 µL - 

 

 

(3)                                         𝑝𝑚𝑜𝑙 𝐷𝑁𝐴 − 𝑒𝑛𝑑𝑒𝑟 = µ𝑔 𝐷𝑁𝐴 𝑋 
𝑝𝑚𝑜𝑙

660 𝑝𝑔
 𝑋 

106𝑝𝑔

1 µ𝑔
 𝑋

1

𝑁
 

N er antall nukleotider og 660 pg / pmol er gjennomsnittlig molekylær vekt på et nukleotidpar.  
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3.16.5 Ligering  

Defosforylert pCMX-Gal4-DBD ble ligert sammen med esr1-LBD ved hjelp av T4 DNA-ligase 

(Takara) (Tabell 39). Reaksjonsmiksen ble inkubert på 12 °C i 12 timer før ligasen ble inaktivert 

ved inkubering ved 65 °C i 15 min. Det ble brukt et molart forhold mellom innsatt DNA og 

plasmid på 3:1. Massen innsatt DNA som ble brukt i reaksjonen ble beregnet ut fra Formel 4. 

Tabell 39: Komponenter i lieringsreaksjon  

 

Reagens  Volum Konsentrasjon 

pCMX-Gal4 (vektor) - 2,5 ng / µL 

esr1 (insert) - Formel 4 

T4 DNA-ligase 0,5 µL 17,5 U / µL 

10 X T4 DNA-ligasebuffer 1 µL 1 X 

MilliQ-vann Til 10 µL - 

   

 

(4)              𝑀𝑎𝑠𝑠𝑒 𝑖𝑛𝑠𝑒𝑟𝑡 (𝑔) = 𝑀𝑜𝑙𝑎𝑟 𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜
𝐼𝑛𝑠𝑒𝑟𝑡

𝑉𝑒𝑘𝑡𝑜𝑟
 𝑋 𝑀𝑎𝑠𝑠𝑒 𝑣𝑒𝑘𝑡𝑜𝑟 (𝑔)𝑋 

𝐼𝑛𝑠𝑒𝑟𝑡𝑙𝑒𝑛𝑔𝑑𝑒

𝑉𝑒𝑘𝑡𝑜𝑟𝑙𝑒𝑛𝑔𝑑𝑒
 

 

3.17 Luciferasebasert genreportersystem  

Det luciferasebaserte genreportersystemet brukt i denne oppgaven baserer seg på at et reseptor- 

og et reporterplasmid transfekteres inn i COS-7-celler. Reseptorplasmidet inneholder ER-LBD 

fusjonert N-terminalt til Gal4-DBD. Reporterplasmidet inneholder et luciferasegen med 

oppstrøms aktiveringssekvenser (UAS) som gjenkjennes av Gal4-DBD. Når en ligand binder 

til ER-LBD i fusjonsproteinet vil dette resultere i en konformasjonsendring og Gal4-DBD-delen 

vil binde til UAS i reporterplasmidet og indusere uttrykningen av luciferase. 

Luciferaseproteinet katalyserer dannelsen av oxyluciferin fra luciferin i en reaksjon som også 

produserer lys (luminescens). Dette lyset kan detekteres og kvantifiseres og gir informasjon om 

grad av aktivering av reseptoren.  

Det ble samtidig korrigert for variasjoner i tranfeksjonseffektivitet inn i COS-7 cellene mellom 

de ulike brønnene ved å kotransfektere et plasmid som inneholdt genet for β-galaktosidase 

(pCMX-β-Gal) sammen med reporterplasmidet (mh(100)x4tk) og reseptorplasmidet (pCMX-

Gal4-ERα-LBD). β-galaktosidase katalyserer reaksjonen der orto-nitrofenyl-β-galaktosid 

(ONPG) danner galaktose og orto-nitrofenyl. Dannelsen av det lysegule produktet kan følges 



57 

 

spektrofotometrisk ved 420 nm. Ved å dele luminescens-verdiene av luciferaseaktiviteten på 

absorbansverdiene av β-galaktosidaseaktiviteten korrigeres det dermed for ulike 

transfeksjonseffektiviteter mellom brønnene i celledyrkningsplaten.  

3.17.1 Kultivering av COS-7-celler 

COS-7-celler var lagret i frysemedium DMEM-10%FBS (Tabell 7) og 5 % dimetylsulfoksid 

(DMSO). Cellene ble tint og tilsatt 10 mL DMEM-10%FBS (Tabell 8) og sentrifugert i 5 min 

ved 250g. Medium ble fjernet, og cellene ble resuspendert i 10 mL DMEM-10%FBS, sådd ut 

på kultiveringsplater og inkubert ved 37°C i 5 % CO2. Når celletettheten hadde nådd ca. 80 % 

konfluens ble cellene splittet. Medium ble fjernet, og cellene ble vasket 2 ganger i 1 X 

fosfatbufret salt (PBS) (pH 7,4). Cellene ble behandlet med 1,5 mL Trypsin-EDTA (0,5 % 

trypsin, 0,02 % EDTA) i 30 sekunder. Overskuddsløsning ble fjernet. Cellene ble inkubert ved 

37 °C i 5 % CO2 i 5 min, før cellene ble resuspendert i DMEM-10%FBS og fortynnet 1:10 før 

de videre ble inkubert ved 37 °C i 5 % CO2.  

3.17.2 Utsåing av COS-7-celler 

Ved utsåing ble gammelt medium fjernet, cellene ble vasket 2 ganger i PBS, før de ble behandlet 

med trypsin-EDTA. Cellene ble resuspendert i dyrkingsmedium. Resuspenderte celler og 

tryptan blue ble blandet 1:1, og celletetthet ble bestemt ved hjelp av et haemocytometer 

(buerker) og et lysmikroskop. Cellene ble sådd ut i en 96-brønnsplate, der 5000 celler ble tilsatt 

hver brønn. Platen ble inkubert ved 37 °C i 5 % CO2 i 24 timer.   

3.17.3 Transfeksjon av COS-7-celler 

Ved transfeksjon ble først plasmidmiks tillaget (Tabell 40). Plasmidmiks ble tilsatt Opti-MEM 

og transIT-LT1. Blandingen ble inkubert ved romtemperatur i 30 min, før den ble tilsatt i 

vekstmedium (Tabell 41). Gammelt medium ble fjernet fra 96-brønnsplaten, og 101,3 µL av 

transfeksjonsblandingen ble tilsatt hver brønn. Platen ble inkubert ved 37 °C i 5 % CO2 i 24 

timer.  
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Tabell 40: Mengde av de ulike plasmidene i hver brønn i en 96-brønnsplate 

Plasmid Mengde 

(MH100)x4 tk luc 47,62 ng 

pCMV-β-Gal 47,62 ng 

pCMX-Gal4-ERα-LBD 4,76 ng 

 

Tabell 41: Volum av reagenser tilsatt i hver brønn i en 96-brønnsplate 

Reagens Volum  

Opti-MEM 9 µL 

Plasmidmiks 0,1 µL 

TransIT-LT1 0,2 µL 

DMEM-10%FBS 92 µL 

 

3.17.4 Eksponering  

24 timer etter transfeksjon ble cellene eksponert for forbindelsene etynyløstradiol (EE2), 

metoksyklor (MXC), endosulfan (END) og en blanding av MXC og END (MIKS). Gammelt 

medium ble fjernet, og cellene ble i triplikater eksponert for de respektive konsentrasjonene av 

de ulike forbindelsene (Tabell 42). Eksponeringsstoffet ble tillaget sammen med DMEM 10%-

FBS (uten fenolrødt) og DMSO. Konsentrasjonen av DMSO var lik i alle brønnene (0,1 %). 

Volum tilsatt i hver brønn var 200 µL. Platen ble inkubert ved 37 °C i 5 % CO2 i 24 timer.  
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Tabell 42: Stoff og konsentrasjoner brukt i ligandaktiveringsforsøk 

Forsøk Konsentrasjoner    

 EE2 (nM) MXC (µM) END (µM) MIKS (µM) 

1 100, 10, 1, 0,1, 

0,01, 0,001, 

0,0001 

100, 50, 25, 

12,5, 6,25, 

3,13, 1,56 

100, 50, 25, 

12,5, 6,25, 

3,13, 1,56 

100, 50, 25, 

12,5, 6,25, 

3,13, 1,56 

2 25, 10, 1, 0,1, 

0,01, 0,001, 

0,0001 

100, 50, 25, 

12,5, 6,25, 

3,13, 1,56 

100, 50, 25, 

12,5, 6,25, 

3,13, 1,56 

100, 50, 25, 

12,5, 6,25, 

3,13, 1,56 

3 25, 10, 1, 0,1, 

0,01, 0,001, 

0,0001 

100, 50, 25, 

12,5, 6,25, 

3,13, 1,56 

100, 50, 25, 

12,5, 6,25, 

3,13, 1,56 

100, 50, 25, 

12,5, 6,25, 

3,13, 1,56 

* konsentrasjon oppgitt for MIKS er total molaritet av MXC og END i et ekvimolart forhold 

 

3.17.5 Lysering og enzymaktivitetsmåling 

24 timer etter eksponering ble eksponeringsmedium fjernet fra 96-brønnsplaten. Det ble tilsatt 

125 µL lyseringsløsning (Tabell 13) til hver brønn. Platen ble inkubert ved romtemperatur 

under lett risting i 30 min. Fra hver brønn ble det overført 50 µL lysat til en hvit 96-brønnsplate 

til måling av luminescens og 50 µL lysat til en gjennomsiktig 96-brønnsplate til måling av 

absorbans. Til hver brønn i den gjennomsiktige platen ble det tilsatt 100 µL β-gal-løsning 

(Tabell 15). Platen ble inkubert ved RT i ca. 20 min til en lysegul farge oppsto. Absorbans ble 

avlest ved 420 nm. Det ble tilsatt 100 µL luciferaseløsning (Tabell 17) til hver brønn i den hvite 

luminescensplaten. Luminescens ved 560 nm ble øyeblikkelig avlest. Både luminescens og 

absorbans ble målt ved hjelp av en EnSpire 2300 plateleser (PerkinElmer).  

3.17.6 Databehandling og statistikk 

Den målte luminescensen ble normalisert mot verdiene for absorbans som beskrevet i 3.17.5. 

Videre ble verdiene for de ulike konsentrasjonene delt på gjennomsnittet av 

løsemiddelkontrollene for å beregne foldaktivering av ERα. Gjennomsnitt og standardavvik ble 

visualisert ved bruk av GraphPad Prism 7.01. Statistisk signifikans ble undersøkt ved bruk av 

en énveis-ANOVA med Dunnets test i GraphPad Prism 7.01.  
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4 Resultater 

4.1 Induksjon av esr1 i PKLS eksponert for EE2   

Atlanterhavstorsken brukt i denne oppgaven var juvenil og uttrykker potensielt relativt lave 

mengder av esr1 i gonade og lever. For å øke produksjonen esr1-transkript og dermed også 

sjansen for å amplifisere og klone esr1, ble PKLS eksponert for henholdsvis 10 og 100 µM EE2 

i 48 timer for å stimulere uttrykningen av reseptoren (metode 3.4). Det er tidligere vist at ERα 

er selv-induserende ved eksponering for agonist over en lengre periode (Danielian et al., 1992). 

Etter endt eksponering ble to og to parallelle leverskiver slått sammen før total-RNA ble 

ekstrahert (metode 3.5). RNA-kvalitet og -integritet i prøvene ble vurdert med hjelp av 

spektrofotometri og agarosegelelektroforese. RNA-preparatene viste A260/280-verdier fra 2,05 til 

2,25, og A260/230-verdier som varierte fra 1,23 til 2,06 (Tabell 43). Noen av A260/230-verdiene var 

litt lave, noe som kan være forårsaket av kontaminering av kaotropiske salter og fenol.  En 

alikvot av RNA ble deretter separert på en agarosegel for å kontrollere integriteten til RNA 

(Figur 19). To distinkte bånd som representerer de ribosomale 28s og 18s-subenhetene kan 

observeres på henholdsvis ca. 2300 og 1200 bp, og indikerer lite nedbrytning av RNA i prøvene.  

 

 

Figur 19. Integritet av RNA preparert fra leverskiver av torsk. Integriteten av RNA isolert fra leverskiver 

eksponert for EE2 ble undersøkt på en 1 % agarosegel. Gelen inneholder RNA isolert fra leverskiver eksponert for 

DMSO (kontroll) (brønn 1-3), 10 µM EE2 (brønn 4-6) og 100 µM (brønn 7-9). 200 ng RNA ble applisert i hver 

brønn. DNA ble farget med GelRed tilsatt under støping av agarosegelen, og RNA ble visualisert med (ChemiDoc). 

Log2 (NEB) molekylvektstandard er merket med S. Posisjonen til 28s- og 18s-subenhetene er indikert til høyre på 

figuren.     

 

cDNA ble deretter syntetisert fra RNA-preparatene som beskrevet i metode 3.7, og qPCR ble 

brukt for å undersøke endring i uttrykningen av esr1 og ERα-målgenet, vtg (metode 3.8.1) 

(Figur 20). Uttrykningen ble normalisert mot uttrykning av referansegenet arp, som er antatt å 

ikke endre transkripsjonen under eksponeringsregimet (Olsvik et al., 2008). Det ble observert 

en signifikant oppregulering av både esr1 og vtg for begge eksponeringskonsentrasjonene. Ved 

eksponering for 10 og 100 µM EE2 ble det observert en gjennomsnittlig økning i uttrykning av 

esr1 på henholdsvis 7,3 fold og 20,0 fold, og en økning i uttrykning av vtg på henholdsvis 9,1 
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og 13,3, sammenlignet med løsemiddelkontrollen (DMSO). For et av leverskiveparene 

eksponert for 100 µM EE2 ble det funnet en oppregulering av esr1 på 42,3. RNA fra dette 

leverskiveparet ble brukt videre i RACE/kloningsprosessen.  

 

Figur 20. Transkripsjon av esr1 og vtg i PKLS fra torsk eksponert for EE2. qPCR ble benyttet for å undersøke 

endring i transkripsjonen av esr1 og vtg i leverskiver fra torsk eksponert for 10 µM og 100 µM EE2. 

Gjennomsnittlig uttrykning (+ SEM) relativ til løsemiddelkontroll (DMSO) tre leverskiver fra én fisk for hver 

eksponeringskonsentrasjon er vist. Genuttrykk er normalisert mot arp for. Signifikante endringer i 

gentranskripsjon er merket med * (p ≤ 0,05).  

 

4.2 Rask amplifisering av cDNA-ender (RACE) 

Slutten av gensekvensen til esr1 fra torsk er ikke tilstede i sekvensen som foreligger i GenBank-

databasen (JX178935), eller annotert i genomsekvensen som er tilgjengelig via ENSEMBL. 

Det måtte derfor gjøres RACE-reaksjoner for å avdekke denne slik at hele ERα-LBD kunne 

klones fra atlanterhavstorsk. I arbeidet for å kartlegge den ukjente 3´-enden ble en rekke 

mislykkede RACE-reaksjoner gjennomført (ikke vist i oppgaven). Svært mye tid gikk med på 

å variere ulike parametere. Det ble blant annet forsøkt ulike transkriptaser i den RACE-

spesifikke cDNA-syntesen, det ble forsøkt ulike DNA-polymeraser i 

amplifiseringsreaksjonene, det ble forsøkt ulike variasjoner i annealingtemperatur og 

elongeringstid i PCR-reaksjonen, og det ble utført RACE-reaksjoner med ulike kombinasjoner 

av primere. Likevel viste sekvensering av de ulike RACE-produktene kun uspesifikk 

amplifisering av DNA-fragmenter som ikke var relatert til esr1. Som et siste forsøk ble det 

forsøkt å tilsette PCR-additiver (DMSO og betain) til RACE-reaksjonen for å denaturere 

eventuell sekundærstruktur tilstede i esr1-transkriptet i håp om å fremme amplifisering. 
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Resultatene fra RACE-prosedyren med DMSO og betain tilsatt til PCR-reaksjonene er 

beskrevet under.  

4.2.1 RACE-reaksjoner med PCR-additiver   

For å utføre RACE-prosedyren ble det først utført RACE-spesifikk cDNA-syntese (metode 

3.7). Det ble videre utført to PCR-reaksjoner (metode 3.11), hvor den andre reaksjonen er en 

nestet-PCR-reaksjon, der det primære PCR-produktet blir reamplifisert ved bruk av primere 

som ligger innenfor primerene som ble brukt i første reaksjon. I den første PCR-reaksjonen, her 

omtalt som touchdown-reaksjonen, ble det RACE-spesifikke cDNA-et brukt som templat. Det 

ble utført touchdown-reaksjoner med seks ulike esr1-genspesifikke forward-primere. En revers 

primermiks bestående av lang universell primer (MT535) og kort universell primer (MT536) 

(Tabell 5) ble brukt i alle touchdown-reaksjonene. I nestet-PCR-reaksjonene ble produktet fra 

touchdown-reaksjonene brukt videre som templat. Den samme genspesifikke nestet-primeren 

((MT537 (Tabell 5)) ble brukt i alle nestet-reaksjonene, og det ble derfor forventet like store 

bånd i alle prøvene dersom touchdown-reaksjonene hadde vært spesifikke mot esr1. Separasjon 

av produktene fra nestet-PCR-reaksjonene med agarosegelelektroforese viste tre like store 

hovedfragmenter i alle reaksjonene (Figur 20). Produktene ble separert på nytt på en preparativ 

agarosegel og de tre mest intense båndene (Figur 21) ble skåret ut. DNA-fragmentene ble 

gelrenset, ligert inn i en kloningsvektor, og transformert inn i kompetente E. coli-celler (metode 

3.13.2). Utvalgte kolonier ble PCR-screenet dagen etter, og positive transformanter ble dyrket 

i LB-medium over natt før plasmid ble renset fra overnattskulturene (metode 3.13.4) og 

innskuddet i kloningsvektoren ble sekvensert (metode 3.14). Translaterte nukleotidsekvenser 

fra sekvenseringsreaksjonene ble sammenstilt med fragmentet fra torsk-ERα som tidligere har 

blitt klonet og sekvensert i Nagasawa et al. 2014 (ID-nummer JX178935) (Figur 22). De 

sekvenserte klonene viste samme nukleotidsekvens og kun én representant av disse sekvensene 

er vist i sekvenssammenstillingen. 
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Figur 21. RACE-reaksjoner tilsatt betain og DMSO for å amplifisere 3’-enden av esr1 fra torsk. Figuren 

viser PCR-produktene fra 6 nestet-reaksjoner. Det ble brukt ulike genspesifikke primere i touchdown-reaksjonene; 

Brønn 1: MT1310, Brønn 2: MT1311, Brønn 3: MT1313, Brønn 4: MT1314, Brønn 5: MT1315 og Brønn 6: 

MT1316 (Tabell 5). Den genspesifikke primeren MT1312 (Tabell 5) ble brukt i alle nestet-reaksjonene. 

Produktene ble separert på en 0,7% agarosegel, og 2 µL PCR-produkt ble applisert i hver brønn. To ikke-

templatkontroller (Brønn 7 og 8) er også vist på gelen. Fragmentene tilsvarende dem som ble skjært ut fra en 

preparativ agarosegel er merket med rødt. DNA ble farget med GelGreen tilsatt under støpning av agarosegelen. 

Log 2 molekylvektstandard (NEB) er merket med S. 

 

 

 

 
Figur 22. Parvis sekvenssammenstilling av den tilgjengelige ERα-sekvensen fra torsk (ID: JX178935) og 3’-

enden til ERα (sekvensert RACE-produkt). Sammenstilling av aminosyresekvenser i Clustal Omega viste at 
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RACE-produkt fra PCR-reaksjon tilsatt betain og DMSO var identisk med ERα-sekvensen til torsk i GeneBank. 

RACE-produktet avslørte samtidig sekvensen til slutten av esr1-transkriptet. Stoppkodon er representert med *. 

4.2.2 Design av primere 

Sekvenseringen av produkter fra RACE-reaksjoner avdekket 3´-enden av esr1-transkriptet, og 

gjorde det mulig å designe primere for amplifisering av hele esr1-LBD fra torsk. Primerene ble 

designet slik at restriksjonsseter for BamHI og EcoRI ble introdusert i henholdsvis starten og 

slutten av PCR-fragmentet. Amplifiseringen ble forsøkt med og uten tilsetting av betain og 

DMSO til PCR-reaksjonsmiksen. Den positive effekten av betain og DMSO på 

amplifiseringseffektiviteten av esr1-LBD ble tydelig visualisert gjennom 

agarosegelelektroforese av PCR-produktene (Figur 23).  

 

 

 
Figur 23. Amplifisering av torsk-esr1-LBD-fragment med og uten betain og DMSO. esr1 ble amplifisert i 

reaksjoner med (Brønn 1) og uten (Brønn 2) betain og DMSO tilstede. Primerne MT1324 og MT1325 (Tabell 5) 

ble brukt. Produktene ble separert på en 0,7 % agarosegel og det ble applisert 2 µL PCR-produkt i hver brønn. 

DNA ble farget med GelGreen tilsatt under støpning av agarosegelen. Log 2 molekylvektstandard (NEB) er merket 

med S. 

 

4.2.3 Nukleotidinnhold  

For å nærmere undersøke hvorfor det var problematisk å amplifisere slutten av esr1, ble det 

laget en oversikt over innholdet av guanin og cytosin (GC) i gensekvensen ved hjelp av 

programmet EndMemo. Templater med høyt GC-innhold kan være vanskelige å amplifisere da 

disse basene fører til høyere smeltetemperatur og mer stabile sekundærstrukturer. 

Sekvensdataene fra gensekvensen til esr1 viser et relativt høyt (>60%) GC-innhold i store deler 

av sekvensen (Figur 24). Mot slutten av sekvensen (fra ca. nukleotid 1430) er det en drastisk 

økning i GC-innhold før det minker igjen rundt nt 1480. Det er en ny økning i GC-innhold rundt 

nt 1520 og ut slutten av sekvensen.  
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Figur 24. GC-profil av torsk-esr1-cDNA. Figuren viser prosentvis (%) innhold av guanin og cytosin i sekvensen 

til tosk-esr1 

 

4.3 Kloning av ERα 

Amplifisering av esr1 ble gjentatt som beskrevet i 4.2.1, og PCR-produktet ble direkte ligert 

inn i en kloningsvektor (pSC-A) og transformert inn i kompetente E. coli-celler. Utvalgte 

kolonier ble PCR-screenet. Det ble dyrket og renset plasmid fra et utvalg av positive 

transformanter (Figur 25) før de ble sendt til sekvensering. Sekvenseringen avdekket 

punktmutasjoner på ulike lokaliteter i det innsatte esr1-fragmentet (Figur 26).  

 

 

Figur 25. PCR-screening av transformanter fra amplifisering av torsk-esr1-LBD (A) og kvalitetskontroll av 

plasmid (B). PCR-produktet fra amplifisering av esr1 ble ligert inn i en kloningsvektor og transformert inn i 

kompetente E. coli-celler. (A) Utvalgte kolonier ble PCR-screenet for å kontrollere for innskudd av DNA i 

vektoren. 2 µL PCR-produkt ble applisert i hver brønn. (B) Plasmid renset fra overnattskulturer ble undersøkt på 

agarosegel før sekvensering. Det ble tilsatt 200 ng plasmid til hver brønn. Både PCR-produktene (A) og 

plasmidene (B) ble separert på 0,7 % agarosegeler. DNA ble farget med GelGreen som ble tilsatt under støpning 

av gelen.  Log 2 molekylvektstandard (NEB) er merket med S.  
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Figur 26. Sekvenssammenstilling av den kjente sekvensen til torsk-ERα (JX178935) med sekvenserte 

produkter fra amplifisering av torsk-esr1-LBD. Sekvenseringsproduktene ble translatert til protein og 

sammenstilt med JX178935 i Clustal Omega. Sekvenseringen viste mutasjoner på ulike posisjoner fra alle de 

sekvenserte innskuddene. Stoppkodon er representert med *.  
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På tross av at det ble brukt en polymerase med korrekturlesningsaktivitet ble det observert en 

høy andel av mutasjoner i esr1-transkriptet. Muligens kan PCR-additivene ha forårsaket 

mutasjonene ved å forstyrre korrekturlesingen til DNA-polymerasen. Det ble derfor utført 

setespesifikk mutagenese (metode 3.15) i en utvalgt sekvens som inneholdt bare én 

punktmutasjon sammenlignet den tidligere sekvenserte esr1-sekvensen tilstede i GeneBank. 

Det muterte plasmidet ble transformert i kompetente E. coli-celler, og utvalgte kolonier ble 

PCR-screenet. Det ble dyrket og renset plasmid fra utvalgte kolonier (Figur 27). 

Sekvenseringen avdekket at sekvensen nå stemte overens med JX178935 og 3´-enden til esr1 

bestemt fra RACE-reaksjonene (3.2.2). Sekvenseringsproduktet ble sammenstilt med 

JX178935 (Figur 28).  

 

 
Figur 27. PCR-screening av transformanter fra setespesifikk mutagenese av torsk-esr1 (A) og 

kvalitetskontroll av plasmid (B). Setespesifikk mutagenese ble utført med primerne MT1347 og MT1348 (Tabell 

5) og PCR-produktet ble transformert inn i kompetente E. coli-celler. (A) Utvalgte kolonier ble PCR-screenet. 2 

µL PCR-produkt ble applisert i hver brønn. (B) Plasmid renset fra overnattskulturer ble undersøkt på agarosegel 

før sekvensering. Både PCR-produktene (A) og plasmidene (B) ble separert på 0,7 % agarosegeler. DNA ble farget 

med GelGreen tilsatt under støpning av agarosegelen. Log 2 molekylvektstandard (NEB) er merket med S. 
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Figur 28. Sekvenssammenstilling av produkt fra setespesifikk mutagenese av torsk-esr1-LBD med 

JX178935. Sekvensert produktet etter mutagenesereaksjonen ble translatert til protein og sammenstilt med 

JX178935 i Clustal Omega. Sekvenseringen viste at mutasjonen i esr1-transkriptet hadde blitt reversert.  

 

4.4 Konstruksjon av reseptorplasmid 

Før esr1-LBD kunne ligeres inn i pCMX-Gal4, måtte fragmentet kuttes ut fra den prokaryote 

kloningsvektoren pSC-A. I tillegg til restriksjonsenzymsetene introdusert på endene av esr1 

(BamHI og EcoRI), inneholdt samtidig esr1 et kuttesete for BamHI internt i sekvensen. For å 

unngå at restriksjonsenzymet klippet DNA-fragmentet ved begge BamHI-kuttesetene samtidig, 

måtte optimal restriksjonsenzymkonsentrasjon bestemmes for å oppnå en partiell kutting av 

fragmentet (metode 3.16.2). Optimal konsentrasjon av BamHI ble funnet ved en fortynning på 

1:729 som tilsvarer en endelig konsentrasjon på 0,0014 U enzym i kuttereaksjonen (Figur 29). 

Kuttereaksjonen ble deretter gjentatt i et større volum med større mengde plasmid og med både 

EcoRI og den optimale BamHI-konsentrasjonen. Det ble parallelt utført en kuttereaksjon på 
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pCMX-Gal4-DBD-plasmidet med de samme to restriksjonsenzymene for å generere 

komplementære ender for ligering av det kuttede esr1-LBD inn i reseptorplasmidet (metode 

3.16.3, Figur 30). Ønskede produkter fra kuttereaksjonene ble isolert fra gel, og den lineariserte 

pCMX-Gal4-DBD-vektoren ble defosforylert (metode 3.16.4) for å unngå religering av 

plasmidet. Det ble utført ligeringsreaksjon (metode 3.16.5) med restriksjonskuttet esr1 og 

pCMX-Gal4-DBD, og ligeringsproduktet ble transformert inn i kompetente E. coli-celler. 

Transformasjonen resulterte i kun én koloni som deretter ble PCR-screenet for å verifisere 

tilstedeværelsen av innsatt fragment (Figur 31). Det ble deretter laget en overnattskultur fra 

kolonien, og plasmid ble renset fra kulturen påfølgende dag. Det innsatte fragmentet ble 

sekvensert med primerne MT1077 og MT1078 (Tabell 5), og sekvenseringsproduktet ble 

sammenstilt med tidligere klonet esr1-sekvens for å validere at denne stemte. Ved bruk av 

Expasy translate tool ble sekvensen Gal4-DBD-esr1-LBD translatert til protein som viste at 

Gal4-DBD og esr1-LBD var i samme leseramme i uttrykningsvektoren, pCMX-Gal4-ERα-

LBD (Figur 32).  

 

Figur 29. Partiell restriksjonskutting av pSC-A-esr1. For å unngå kutting ved internt BamHI-restriksjonssete 

ble torsk-esr1-LBD kuttet ut fra pSC-A-vektoren med ulike konsentrasjoner av BamHI og konstant konsentrasjon 

av EcoRI. I brønn 1 var konsentrasjonen fortynnet 1:9 mellom henholdsvis BamHI og EcoRI. Det ble brukt en 

fortynningsfaktor på 3 for hver kuttereaksjon. I brønn 5 var konsentrasjonen fortynnet 1:729.  produktene ble 

separert på en 0,7 % agarosegel, og DNA ble farget med GelGreen som bli tilsatt gelen under støpning. Log 2 

molekylvektstandard (NEB) er merket med S. 

 

Figur 30. Restriksjonskutting av pSC-A-esr1-LBD og pCMX-Gal4-DBD. Restriksjonsenzymene BamHI og 

EcoRI ble brukt til å kutte torsk-esr1-LBD ut fra pSC-A-vektoren (1) og til å åpne pCMX-Gal4-vektoren (2). På 

figuren vises også ukuttet pSC-A-esr1 (2) og pCMX-Gal4 (4). produktene ble separert på en 0,7 % agarosegel. 

2µL produkt ble satt på hver brønn. DNA ble farget med GelGreen tilsatt under støpning av agarosegelen. Log 2 

molekylvektstandard (NEB) er merket med S. 
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Figur 31. PCR-screening av positiv transformant ved konstruksjon av pCMX-Gal4-ERα-LBD. Kolonien 

transformert med ligeringsprodukt av pCMX-Gal4-esr1-LBD ble undersøkt med PCR og AGE og viste at det 

ønskede torsk-esr1-LBD-fragmentet innsatt (ca. 1400 bp). 2 µL PCR-produkt ble separert på en 0,7 % agarosegel. 

DNA ble farget med GelGreen tilsatt under støpning av agarosegelen. Log 2 molekylvektstandard (NEB) er merket 

med S. 

 

 

Figur 32 Translatert aminosyresekvens for fusjonsproteinet Gal4-DBD-ERα. sekvenseringen bekreftet at 

Gal4-DBD og torsk-ERα-LBD var i samme leseramme. Her vises aminosyresekvensen til hele fusjonsproteinet. 

Sekvensen ble translatert ved bruk av Expasy translate tool, og sammenstilt med ERα fra menneske (ID: P03372) 

i Clustal Omega for å indikere posisjonen til hinge-regionen og LBD. Gal4-DBD er merket med rødt, ERα-hinge 

er merket med svart og ERα-LBD er merket med blått. 
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4.5 Luciferasebaserte genreporteranalyser 

Det ble først utført midiprep (metode 3.13.4.2) av pCMX-Gal4-ERα-LBD. Plasmidene pCMX-

Gal4-ERα-LBD, (mh100)x4tk luc og pCMV-β-gal ble deretter undersøkt med 

agarosegelelektroforese for å undersøke konformasjonen til plasmidene (Figur 33). 

Migrasjonsmønsteret i agarosegelen viste at plasmidene hovedsakelig hadde en dobbelttvunnet 

konformasjon som er nødvendig for å sikre en effektiv transfeksjon inn i Cos-7-cellene.  

 

Figur 33. Kvalitetskontroll av plasmider brukt i ligandaktiveringsforsøk. Plasmidene pCMX-Gal4-ERα-LBD 

(1), (mh100)x4tk luc (2) og pCMV-β-gal (3) ble separert på en 0,7 % agarosegel. 200 ng plasmid applisert i hver 

brønn. Gelen ble fargen med GelGreen tilsatt under støpning. Plasmid i dobbelttvunnet konformasjon er indikert 

med rød ring. Log 2 molekylvektstandard (NEB) er merket med S. 

 

For å undersøke hvordan torsk-ERα responderte i genreportersystemet ble COS-7-celler 

transfektert med reseptorplasmidet pCMX-Gal4-ERα-LBD, resporterplasmidet (mh100)x4tk 

luc og kontrollplasmidet pCMV-β-gal (metode 3.17.3). Det ble brukt et masseforhold på 1:10 

mellom reporter og reseptor/kontroll-plasmid. Cellene ble deretter eksponert for EE2 i 24 timer 

(metode 3.17.4) og luciferaseaktivitet avlest som beskrevet i 3.17.5. EE2 er kjent for å kunne 

aktivere ERα i en rekke arter. Eksponering for EE2 ga signifikant aktivering av ERα for alle 

undersøkte konsentrasjoner unntatt for den laveste (0,1 pM), og viste dermed at fusjonsproteinet 

evner å aktiveres in vitro. Høyeste aktivering ble observert ved eksponering for 25 nM EE2 

med en gjennomsnittlig aktivering på 82,3 fold i forhold til løsemiddelkontrollen (DMSO) 

(Figur 34). 
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Figur 34. Ligandaktiveringsforsøk for Gal4-ERα-LBD med EE2. COS-7-celler ble transfektert med 

masseforhold 1:10 mellom reseptorplasmidet pCMX-Gal4-ERα-LBD og reporterplasmidet (mh100)x4tk luc, og 

deretter eksponert for EE2 i 24 timer. Hvert punkt viser gjennomsnitt av tre replikater med SEM for hvert punkt. 

Aktiveringen av Gal4-ERα er vist som relativ foldendring i luciferaseaktivitet i forhold til i en løsemiddelkontroll 

(DMSO). Signifikans er indikert med * (p≤0,05). 

 

For å undersøke aktivering av ERα av miljøgifter, ble det utført luciferasebaserte 

genreportersystem med stoffene metoksyklor (MXC), endosulfan (END) og en blanding av de 

to stoffene (MIKS), der konsentrasjonen oppgitt for MIKS er total molaritet av stoffene MXC 

og END i et ekvimolart forhold. For MXC, END og MIKS ga alle utenom den laveste 

konsentrasjonen en signifikant aktivering av Gal4-ERα-LBD. Ved eksponering for MXC ble 

det observert maksimal aktivering ved eksponering for 100 µM (3,25 fold), for END ble 

maksimal aktivering observert ved eksponering for 50 µM (henholdsvis 6,1) mens den for 

MIKS ble observert ved eksponering for 25 µM (4,3 fold) (Figur 35).  
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Figur 35. Ligandaktivering av Gal4-ERα-LBD ved eksponering for MXC, END og MIKS. COS-7-celler 

transfektert med pCMX-Gal4-ERα-LBD ble eksponert for tre ulike forbindelser i 24 timer. Hvert punkt viser 

gjennomsnitt av tre replikater med SEM for hvert punkt. Aktivering av Gal4-DBD-ERα er vist som relativ 

foldendring i luciferaseaktivitet. Konsentrasjonene ved eksponering for MIKS er total molaritet av MXC og END 

i et ekvimolart forhold. Data fra alle tre forsøkene er samlet i grafen nederst til venstre. Statistisk signifikans er 

indikert med * (p≤0,05).  

 

4.6 Ex vivo-eksponering med leverskiver 

For å komplementere resultatene fra det luciferasebaserte genreportersystemet, ble leverskiver 

fra torsk eksponert for 0,5, 5 og 50 µM MXC, END og MIKS (der eksponeringskonsentrasjonen 

for MIKS er total molaritet av MXC og END i et ekvimolart forhold) i 48 timer (metode 3.4). 

I leverskivene beholder cellene sin normale fordeling, og eksponering av PKLS vil dermed mer 

ligne et in vivo-system enn det eksponering av COS-7-celler i det luciferasebaserte 

genreportersystemet vil gjøre.  

4.6.1 Viabilitets- og cytotoksisitetsanalyse  

For å undersøke om forbindelsene brukt i leverskiveeksponeringene påvirker viabiliteten eller 

har cytotoksisk effekt på cellene i leverskivene, ble det utført viabilitets- og 



74 

 

cytotoksisitetstester. For viabilitetsanalyse ble det utført MTT-tester for høyeste og laveste 

konsentrasjon av hvert stoff brukt (Figur 36, metode 3.9.1) for å se på endringer i metabolsk 

aktivitet. For cytotoksisitetstest ble det utført LDH-tester i vekstmediet for å undersøke effekter 

på membranintegritet for alle konsentrasjoner av alle stoffene som ble testet (Figur 37, metode 

3.9.2).  

 

 

 

Figur 36. Viabilitetsanalyse av leverskivecellene eksponert for MXC, END og MIKS. Figuren viser 

gjennomsnitt og standardavvik relativt til kontrollgruppen (DMSO) av to prøver fra tre fisk for hver konsentrasjon.  
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Figur 37. Cytotoksisitetsanalyse av leverskivecellene eksponert for MXC, END og MIKS.  Figuren viser 

gjennomsnitt og SEM relativt til kontrollgruppen (DMSO) av seks prøver fra tre fisk for hver konsentrasjon.  

 

4.6.2 Eksponering og qPCR 

RNA ble ekstrahert fra de eksponerte leverskivene (Figur 38, metode 3.5) før det ble laget 

cDNA (metode 3.7) Det ble deretter brukt qPCR for å undersøke endring i uttrykning av esr1 

og vtg (metode 3.8.1).  
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Figur 38. RNA-integritet av RNA isolert fra PKLS. RNA ekstrahert fra leverskiver eksponert for kontroll 

(DMSO) (brønn 1-3 og 13-15), 0,5 µM MXC (brønn 4-6), 5 µM MXC (brønn 7-9), 50 µM MXC (brønn 10-12) 

og 0,5 µM END (brønn 16-18) ble separert på en 0,7 % agarosegel. 200 ng RNA ble applisert i hver brønn. DNA 

ble farget med GelGreen tilsatt under støpning av agarosegelen. Molekylvektstandard er merket med S. Figuren 

viser RNA fra et utvalg av leverskivene.   

 

Eksponering for MXC viste en signifikant nedregulering av esr1 ved 0,5 og 5 µM på 

henholdsvis 0,4 fold og 0,5 fold i forhold til kontrollene og en uttrykning av esr1 på 1,0 fold i 

forhold til løsemiddelkontrollen ved 50 µM. For vtg var det en trend for oppregulering for alle 

konsentrasjoner av MXC på 4,2, 68 og 58 fold i forhold til kontrollene for eksponering for 

henholdsvis 0,5, 5 og 50 µM (Figur 39).  

Leverskiver eksponert for END ga en ikke-signifikant oppregulering av esr1-uttrykk ved 0,5 

µM på 1,2 fold i forhold til kontrollen, og en ikke-signifikant nedregulering ved 5 og 50 µM på 

henholdsvis 0,5 og 0,7 fold i forhold til kontrollene. Vtg viste en trend for oppregulering ved 

alle konsentrasjoner av END på 1,6, 1,4 og 1,1 fold i forhold til løsemiddelkontrollene for 

henholdsvis 0,5, 5 og 50 µM (Figur 40). 

For MIKS viste esr1 en trend for nedregulering ved alle eksponeringskonsentrasjonene på 0,4, 

0,5 og 0,7 for henholdsvis 0,5, 5 og 50 µM. Vtg hadde en oppregulering ved alle 

eksponeringskonsentrasjonene, med 3,6 og 12,5 fold i forhold til løsemiddelkontrollene for 

henholdsvis 0,5 og 5 µM, der 50 µM ga en signifikant oppregulering på 76,7 fold i forhold til 

løsemiddelkontrollen (Figur 41). 

 



77 

 

 

Figur 39. Relativ uttrykning av esr1 og vtg i PKLS eksponert for MXC. Den relative uttrykningen av esr1 og 

vtg i leverskiver eksponert for MXC ble målt med qPCR. Uttrykningen ble normalisert mot referansegenene arp 

og rpl22. Signifikant endring i genuttrykk er merket med * (p≤0,05). Figuren viser gjennomsnitt og SEM av totalt 

9 leverskiver fra 3 fisk.   

 

 

 

 

Figur 40. Relativ uttrykning av esr1 og vtg i PKLS eksponert for END. Den relative uttrykningen av esr1 og 

vtg i leverskiver eksponert for END ble målt ved bruk av qPCR. Genuttrykk ble normalisert mot referansegenene 

arp og rpl22. Figuren viser gjennomsnitt og SEM fra totalt 9 leverskiver fra 3 fisk.   
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Figur 41. Relativ uttrykning av esr1 og vtg i PKLS eksponert for MIKS.  Den relative uttrykning av esr1 og 

vtg ble målt i leverskiver eksponert for MIKS ved bruk av qPCR. Konsentrasjonen oppgitt er total molaritet av 

MXC og END i et ekvimolart forhold. Uttrykningen av esr1 og vtg ble normalisert mot referansegenene arp og 

rpl22. En signifikant endring i genuttrykk er merket med * (p≤0,05). Figuren viser gjennomsnitt fra totalt 9 

leverskiver fordelt på 3 fisk.  
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5 Diskusjon  

Målet i denne oppgaven har vært å karakterisere østrogenreseptor α (ERα) fra atlanterhavstorsk 

med hensyn på aktivering av reseptoren av ulike ligander, inkludert 17α-etynyløstradiol (EE2), 

endosulfan (END) og metoksyklor (MXC). Dette arbeidet innebar å kartlegge den ukjente 3´-

enden av gensekvensen til esr1 ved bruk av RACE, for deretter å klone og subklone hinge-

LBD-regionen av reseptoren inn i egnet plasmid, og ved hjelp av dette etablere et 

luciferasebasert reportergensystem for torsk-ERα. Testforsøk av den luciferasebaserte 

genreporteranalysen med EE2 viste en kraftig aktivering av ERα. Reseptoren ble også aktivert 

ved eksponering for MXC, END og en blanding av disse (MIKS). Det ble i tillegg utført 

eksponering av PKLS for de samme forbindelsene etterfulgt av genekspresjonsanalyser av esr1 

og ERα-målgenet, vtg, ved hjelp av qPCR. Dette ble gjort for å sammenligne dataene fra 

reportergensystemet med aktivering av østrogenreseptorsignalveien i leverskiver, og for å gi et 

bilde på hvordan aktivering av ERα kan foregå ex vivo, som ligner mer på en in vivo-situasjon. 

Eksponering av PKLS for EE2 ga en signifikant induksjon av både esr1 og vtg. Eksponering 

for MXC, END og MIKS ga ingen tydelig endring i uttrykning av esr1 for noen av stoffene. 

Eksponering for MXC og MIKS ga en trend for oppregulering av ERα-målgenet vtg. En 

signifikant oppregulering av vtg ble observert ved eksponering for 50 µM MIKS.  

5.1 Oppregulering av ERα i PKLS eksponert for EE2 

Torskene brukt i denne oppgaven var juvenile, og har derfor naturlig lav uttrykning av esr1 

sammenlignet med kjønnsmoden fisk. For å øke transkriptmengden av esr1, og dermed øke 

sjansen for å kunne klone reseptoren, ble leverskiver preparert fra torsk eksponert for EE2 

(Shang et al., 2000). EE2 har vist seg å være en sterk agonist for ERα i andre arter, blant annet 

i mort (Rutilus rutilus), regnbueørret (Oncorhynchus mykiss), storhodet ørekyte (Pimephales 

promelas) og atlanterhavslaks (Salmo salar) (Lange et al., 2008, Boyce-Derricott et al., 2009, 

Kidd et al., 2007, Madsen et al., 1997). I denne oppgaven viste eksponering av PKLS for EE2 

en signifikant oppregulering av esr1, samt målgenet vtg (Figur 20). Dette indikerer at også ERα 

i torsk er sensitiv for EE2 og at reseptoren aktiveres og autoreguleres som tidligere vist i andre 

teleoster. RNA fra leverskiveparet som viste høyest uttrykning av esr1 ble brukt som templat 

videre RACE/kloningsprosessen. 

5.2 Vanskelige templater for PCR-amplifikasjon 

Det ble utført en rekke RACE-reaksjoner med variasjoner i ulike parametere i forsøk på å 

kartlegge den ukjente 3´-enden av gensekvensen til esr1. Under den RACE-spesifikke cDNA-
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syntesen ble det brukt ulike revers-transkriptaser. I touchdown- og nestet-PCR-reaksjoner ble 

det forsøkt forskjellige DNA-polymeraser, både med og uten korrekturlesningsaktivitet. En 

rekke primerkombinasjoner av genspesifikke primere mellom touchdown- og nestet-PCR-

reaksjoner ble forsøkt. Det ble også forsøkt å forlenge elongeringstider og variere 

annealingtemperaturer i PCR-reaksjonene, uten at noe av dette førte frem (resultater ikke vist).  

Det kan være problematisk å amplifisere templater med høyt GC-innhold og/eller templater 

som danner sterke sekundærstrukturer. Analyser av GC-innholdet i esr1-transkriptet avslørte 

områder i fragmentet med svært høyt GC-innhold (>75%) (Figur 24). Baseparing mellom 

guanin og cytosin i DNA foregår gjennom tre hydrogenbindinger mens baseparing mellom 

adenin og tymin foregår gjennom to. Det vil derfor kreve mer energi å bryte opp DNA-tråder 

med høyt GC-innhold. Høyt GC-innhold kan også føre til dannelse av hårnålstrukturer eller 

løkker i DNA-tråder. Disse sekundærstrukturene kan føre til polymerasestopp når man forsøker 

å amplifisere slike fragmenter med PCR. Ved å tilsette PCR-fremmende stoffer kan vanskelige 

fragmenter likevel la seg amplifisere. To forbindelser som ofte brukes er betain og DMSO 

(Mamedov et al., 2008, Nelms and Labosky, 2011).  

Betain fungerer ved å gjøre stabiliteten mellom AT- og GC-baseparing mer lik ved å redusere 

stabiliteten til hydrogenbindingene som holder baseparene sammen (Rees et al., 1993). DMSO 

fungerer også ved å interferere med hydrogenbindinger, og fremmer dermed separasjon av 

trådene som fører til lavere DNA-smeltetemperatur (Tm) (Jensen et al., 2010). DMSO og betain 

ble tilsatt til RACE-reaksjoner, noe som resulterte i mer distinkte og spesifikke fragmenter i 

PCR-reaksjonene. Dette fasiliterte kloningen av rett produkt og videre sekvenseringen av den 

ukjente slutten (3´-enden) av genet som kodet for gmERα.  

5.3 Ligandaktivering av ERα 

COS-7-celler transfektert med pCMX-Gal4-ERα-LBD ble eksponert for EE2 som en kontroll 

på at reseptoren responderte som forventet (Figur 34).  

Eksponering for EE2 viste en tydelig dose-respons-trend, og maksimal aktivering ble observert 

ved eksponering for 25 nM EE2. Ved eksponering for 100 nM var det en kraftig nedgang i 

luciferaseaktivitet, som kan være følge av at EE2 muligens har cytotoksisk effekt på cellene 

ved denne eksponeringskonsentrasjonen (Minta et al., 2014). For å undersøke om cytotoksisk 

effekt var grunnen til nedgangen i aktivering kunne det vært gjennomført viabilitetstester med 

for eksempel 5-carboxyfluorescein-diacetate-acetoxymetyl-ester (CFDA-AM) eller Resazurin 

(Alamar Blue). Alamar Blue fungerer som en indikator på metabolsk aktivitet, mens CFDA-
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AM indirekte måler integriteten til cellemembranen (Schreer et al., 2005). Grunnet tidspress 

ble det ikke gjennomført cytotoksisitetstester på cellene brukt i genreportersystemet i denne 

oppgaven.    

Tilsvarende forsøk gjort i andre teleoster har også vist at EE2 evner å aktivere ERα i 

luciferasebaserte genreportersystemer. Full lengde-ERα fra afrikansk lungefisk (Protopterus 

dolloi og Protopterus annectens), stør (A. schrenckii) og pansergjedde (A. tropicus) viste en 

dose-respons-avhengig økning i luciferaseaktivitet når de ble eksponert for EE2 i HEK293-

celler (Katsu et al., 2008). Maksimal aktivering av ERα var noe lavere i disse forsøkene 

sammenlignet med aktiveringen av ERα-LBD fra torsk observert i denne oppgaven, og kan 

muligens være følge av ulik sensitivitet i ulike cellelinjer (Balaguer et al., 1999) eller forskjeller 

i aktiveringspotensialet av ERα mellom disse artene. 

For å studere østrogene effekter in vivo i fisk er de mest studerte endepunktene unormal 

utvikling av gonadene, og oppregulering og uttrykning av vitellogenin og zona radiata-gener 

(Folmar et al., 2002, Arukwe and Goksøyr, 2003). Alternativt kan østrogene effekter måles in 

vitro ved bruk av ligandaktiveringsanalyser. Det er mangelfull informasjon om østrogene 

effekter av metoksyklor (MXC) og endosulfan (END) i torsk, det er derfor valgt å sammenligne 

resultatene fra denne oppgaven med studier utført på andre arter.  

5.3.1 Ligandaktivering ved eksponering for MXC 

MXC evnet å aktivere ERα. Laveste signifikante aktivering ble observert ved den nest laveste 

eksponeringskonsentrasjonen (3,13 µM). Maksimal aktivering ble observert ved eksponering 

for 100 µM (Figur 35).  

Det er tidligere utført genreporteranalyse i form av en ER-CALUX-analyse (kjemisk aktivert 

luciferase-genuttrykningsanalyse) av Legler et al. (1999) der ERα fra menneske ble eksponert 

for MXC i T47D-celler (brystkreftceller fra menneske). Laveste signifikante aktivering ble 

observert ved eksponering for 0,6 µM. Den høyeste aktiveringen på om lag 170 fold ble 

observert ved eksponering for 30 µM. Selv om det ble observert en kraftigere aktivering av 

ERα fra menneske ved eksponering for MXC i studien beskrevet over sammenlignet med 

aktiveringen av ERα fra torsk observert i denne oppgaven, viste begge forsøkene at MXC evner 

å aktivere ERα og dermed har østrogene egenskaper både i menneske og torsk. I ER-CALUX-

analysen ble maksimal induksjon av ERα ved eksponering for E2 (naturlig østradiol-17) 

oppnådd ved eksponering for 30 pM. I andre genreporteranalyser kreves konsentrasjoner fra 1 

nM (Shelby et al., 1996) til 10 nM (White et al., 1994) for å oppnå maksimal aktivering av ER 
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ved eksponering for E2. Responsen i ER-CALUX-analysen kan delvis skyldes valg av cellelinje 

og at full-lengde-ER (inkluderer EBD) og naturlige ERE var tilstede i ER-CALUX-systemet. 

Brystkreftcellelinjen T47D har samtidig høye østrogenreseptornivåer og dermed god 

tilgjengelighet på nødvendige kofaktorer og transkripsjonsfaktorer (Legler et al., 1999).  

5.3.2 Ligandaktivering ved eksponering for END 

Det har tidligere også blitt utført ligandaktiveringsanalyser for å undersøke effekten av END på 

ERα fra menneske. I en ER-CALUX-analyse ble ERα fra menneske eksponert for END i T47D-

celler. Laveste signifikante aktivering ble observert ved eksponering for 1 µM. Maksimal 

aktivering på om lag 110 fold ble observert ved eksponering for 10 µM, mens eksponeringer 

på over 30 µM hadde cytotoksisk effekt på cellene (Legler et al., 1999). I en annen 

luciferasebasert ligandaktiveringsanalyse ble ERα fra menneske eksponert for END i MCF-7-

celler (brystkreftceller fra menneske). Første signifikante aktivering ble observert ved 

eksponering for 25 µM. Maksimal aktivering med ca. 7,5 fold ble observert ved eksponering 

for 75 µM, og denne konsentrasjonen hadde ikke cytotoksisk effekt på cellene (Wu et al., 2008).                      

                              

I denne oppgaven ble ERα fra torsk maksimalt aktivert (6,1 fold) ved eksponering for 50 µM 

END, og en drastisk nedgang i aktivering ble observert ved eksponering for 100 µM (Figur 35). 

Aktiveringen av ERα fra torsk observert i ligandaktiveringsanalysen kan minne om den 

observert for menneske-ERα av Wu et al. (2008). I denne oppgaven ble det observert en 

nedgang i aktivering fra eksponering for 50 til 100 µM END, muligens som følge av 

cytotoksiske effekter ved høyere konsentrasjoner (Kannan et al., 2000, Andersen et al., 2002). 

I studien utført av Wu et al. ble det observert en økning i aktivering fra eksponering av 50 til 

75 µM END. 

5.3.3 Ligandaktivering ved eksponering for MIKS 

I denne oppgaven ble det også utført en blandingseksponering for MXC og END for å 

undersøke eventuelle additive, synergistiske eller antagonistiske effekter ved aktivering av 

østrogenreseptor. Det ble observert en signifikant aktivering ved alle konsentrasjoner, bortsett 

fra ved den laveste (1,56 µM). Det ble observert en maksimal aktivering ved 25 µM på 4,3 fold 

i forhold til løsemiddelkontrollen, og en svak nedgang i aktivering fra 25 til 50 µM til 3,8 fold. 

Nedgangen i aktivering var større fra 50 til 100 µM, fra 3,8 fold til 1,8 fold i forhold til 

løsemiddelkontrollen (Figur 35).  
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Ved ligandaktiveringsanalysene utført i denne oppgaven var det mulig å observere forskjeller i 

aktivering av torsk-ERα ved eksponering for MIKS sammenlignet med predikert additiv effekt 

basert på data fra de separate eksponeringsforsøkene med MXC og END. For alle testede 

konsentrasjoner er aktiveringen som følge eksponering for MIKS lavere enn predikert effekt, 

og tyder dermed på antagonistiske effekter mellom MXC og END ved de undersøkte 

eksponeringskonsentrasjonene. Ved eksponering for 12,5 µM MIKS er den predikerte effekten 

fra separate forsøkene bare 0,2 fold høyere enn ved eksponering for MIKS, det er derfor 

vanskelig å si om det oppstår en antagonistisk eller additiv effekt ved denne konsentrasjonen. 

Den høyeste forskjellen mellom predikert effekt sammenlignet med eksponering for MIKS 

oppstår ved eksponering for 100 µM (Figur 42). Selv om ligandaktiveringsanalysene peker i 

retning av at det oppstår antagonistiske effekter ved kombinasjon av MXC og END, bør det 

gjennomføres flere forsøk for å kunne konkludere sikkert.  

 

 

Figur 42. Predikert og faktisk aktivering av ERα fra torsk ved eksponering for en ekvimolar blanding av 

metoksyklor og endosulfan. Den predikerte effekten er basert på forventede additive effekter mellom MXC og 

END og basert på data fra de separate ligandaktiveringsanalysene.  

 

Det er mangelfull informasjon om østrogene effekter ved kombinasjon av MXC og END fra 

tidligere studier. I en studie ble effekten av kombinasjonen av MXC og EE2, MXC og 

pentaklorfenol og effekten av END og EE2 undersøkt ved bruk av en E-screenanalyse og 

østrogenreseptorpositive humane MCF-7-celler (Suzuki et al., 2001). Metoden bruker 
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østrogeners proliferative effekt på deres målceller som sluttpunkt. For MXC kombinert med 

EE2 ble det observert antagonistiske effekter ved de fleste undersøkte konsentrasjonene. I 

motsetning ble det ved de fleste konsentrasjonene for MXC kombinert med pentaklorfenol 

observert mer enn additive effekter. For END kombinert med EE2 ble det ved lave 

konsentrasjoner av END observert additive effekter, mens det for høyere konsentrasjoner av 

END ble observert mer enn additive effekter (Suzuki et al., 2001). MXC viste antagonistiske 

tendenser både i kombinasjon med EE2 i studien utført av Suzuki et al., og muligens i 

ligandaktiveringsanalysen gjennomført i denne oppgaven. For å få et klarere bilde av hvilke 

effekter som oppstår mellom MXC og END ved aktivering av torsk-ERα, kan det utføres 

ligandaktiveringsanalyser med ERα fra torsk der både MXC og END kombineres med EE2.  

I de ligandaktiverte genreporteranalysene utført i denne oppgaven ble det vist at de undersøkte 

ligandene evner å binde og aktivere ERα fra torsk. Endosulfan alene viste høyest aktivering. 

Ved 100 µM var det en nedgang i aktivering for END, som kan indikere at END har cytotoksisk 

effekt på cellene ved denne konsentrasjonen (Kannan et al., 2000, Andersen et al., 2002).  

5.4 Miljøgifteksponering av PKLS for å undersøke effekter på esr1 og vtg 

Aktivering av østrogenreseptorsignalveien ble også undersøkt ex vivo ved å eksponere PKLS 

for MXC, END og MIKS. Effekten av eksponeringene ble studert ved å undersøke endringer i 

uttrykning av esr1 og vtg med hjelp av qPCR. EE2 er en velkjent agonist for ERα. Forsøket der 

PKLS ble eksponert for EE2 for å oppregulere esr1 førte, som forventet, til en kraftig induksjon 

av både esr1 og vtg (Figur 20) (Hultman et al., 2015, Boyce-Derricott et al., 2009).  

5.4.1 Eksponering av PKLS for MXC for å undersøke effekt på esr1 og vtg 

Ex vivo-eksponering av PKLS for MXC viste ingen oppregulering av esr1, men derimot en 

signifikant nedregulering ved 0,5 og 5 µM. Økende konsentrasjoner av MXC resulterte i en 

økende trend i uttrykning av vtg (Figur 39). Viabilitets- og cytotoksisitetstester av leverskivene 

viste hverken signifikant endring i metabolsk aktivitet (viabilitet) eller frigitt LDH til media 

(cytotoksisitet) fra de eksponerte leverskivene sammenlignet med leverskiver eksponert for 

løsemiddelkontroll (Figur 36 og 36).  

Det er tidligere vist at injisering av 1,0 mg MXC induserer prematur uttrykning av ERα i livmor 

i 5 dager gamle BALB/c-mus, men åpenbar endring i genuttrykk ble ikke detektert når MXC 

ble injisert i 10-14 dager gamle mus (Eroschenko et al., 1996). En studie utført på sebrafisk 

(Danio rerio) viste en økning i VTG-konsentrasjonen i blodet hos hannfisk etter vannbåren 

eksponering for 5 µg MXC/L over en periode på 14 dager. Det ble ikke observert en 
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xenoøstrogen effekt på juvenile individ og voksne hunnindivid for noen av de testede 

konsentrasjonene. Studien viste også at LC50 for MXC varierte mellom kjønnene med en LC50 

etter 96 timer eksponering på 36 mg/L for hannfisk og 129 mg/kg for hunnfisk. (Versonnen et 

al., 2004). I denne oppgaven ble det brukt én hannfisk og to hunnfisk ved eksponering av PKLS 

for MXC. Det ble ikke observert tydelige forskjeller i respons mellom kjønnene, men antallet 

fisk er for lavt til å kunne konkludere sikkert om dette. Fra in vitro-forsøk er det funnet ulike 

verdier for lavest observerte effektkonsentrasjon (LOEC) for MXC i forskjellige arter. LOEC 

for vtg-induksjon er i sebrafisk målt til 5 µg/L (Versonnen et al., 2004) mens den i Cyprinodon 

variegatus variegatus ble målt til 2,5 µg/L (Hemmer et al., 2001). I regnbueørret 

(Oncorhynchus mykiss) er LOEC for dødelighet målt til å være 9,8 µg/L (Thorpe et al., 2000).  

MXC demetyleres i leveren til blant annet DDT-analogen 2,2-bis-(p-hydroxyphenyl)-1,1,1-

trichloroethane (HPTE), som er kjent for sine østrogene egenskaper (Gaido et al., 2000, Gaido 

et al., 1999). Denne metabolitten er omtrent 100-fold mer aktiv på ERα enn metoksyklor. 

Forsøk gjort i humane hepatomceller (hepG2) transfektert med ERα fra menneske og rotter 

viste at HPTE er en potent ERα-agonist med EC50-verdier på 50 og 10 nM for henholdsvis 

mennesker og rotter (Gaido et al., 1999).   

Selv om eksponering av PKLS for MXC ikke ga oppregulering av esr1, kan den tydelige 

trenden for oppreguleringen av vtg ved eksponering av leverskiver tyde på at MXC har 

østrogene egenskaper også ex vivo. Tidligere studier har vist at vtg induseres kraftigere enn esr1 

ved eksponering for østrogene forbindelser, dessuten følger ikke alltid oppreguleringen av 

genene samme dose-respons-trend (Hao et al., 2013, Kim et al., 2010). MXC, og spesielt 

metabolitten HPTE har i andre studier vist tydelige østrogene egenskaper (Gaido et al., 1999, 

Gaido et al., 2000). MXC evnet å aktivere torsk-ERα i den luciferasebaserte 

ligandaktiveringsanalysen utført i denne oppgaven. I betraktning av den tydelige trenden i 

økning av vtg fra leverskiveeksponeringene, ville det kanskje vært forventet en enda høyere 

aktivering av ERα i ligandaktiveringsanalysen. Dette kan kanskje tyde på at metabolisering av 

MXC til mer potente forbindelser som HPTE forårsaket den til dels sterke trenden i 

oppregulering av vtg ved eksponering av PKLS. MXC har tidligere blitt vist å kunne 

metaboliseres til HPTE i leverskiver fra regnbueørret. I samme studie ble det også vist at HPTE 

evner å indusere vtg-induksjon (Schmieder et al., 2004). Det er mulig at denne 

biotransformasjonen opptrådde i mindre grad i COS-7-cellene brukt i genreporteranalysen da 

nyreceller blant annet har mindre uttrykning av biotransformasjonsenzymer som er nødvendig 

for å metabolisere fremmedstoffer (Coumoul et al., 2002). 
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5.4.2 Eksponering av PKLS for END for å undersøke effekt på esr1 og vtg 

Eksponering for END viste en svak oppregulering av esr1 ved 0,5 µM, men ved 5 og 50 µM 

var det en ikke-signifikant nedregulering. For vtg ga END en meget svak trend for 

oppregulering for alle konsentrasjoner undersøkt. Oppreguleringen av vtg er høyest ved 

eksponering for 0,5 µM end, og ser ut til å avta med økende konsentrasjon (Figur 40). 

Viabilitets- og cytotoksisitetstester av de eksponerte leverskivene viste hverken signifikant 

endring i metabolsk aktivitet eller økt frigigivelse av LDH til media fra de eksponerte 

leverskivene i forhold til en løsemiddelkontroll (Figur 36 og 36). 

Eksponering av PKLS for END ga hverken en tydelig opp- eller nedregulering av hverken esr1 

eller vtg. Leverskiveeksponeringene tyder på at END har ingen eller liten effekt på esr1- og vtg-

uttrykning ex vivo. 0,5 µM ga den høyeste oppreguleringen av både esr1 og vtg, og kan tyde på 

at høyere dose ikke fører til økt aktivering av ERα. En studie utført på hannrotter har tidligere 

vist at END har en tofaset dose-responskurve ved at en dose på 0,5 mg END/kg/dag forstyrret 

utviklingen av reproduktive organer, mens en høyere dose på 1,5 mg END/kg/dag ikke hadde 

en effekt (Dalsenter et al., 2003). I en tidligere studie der hepatocytter fra laks ble eksponert for 

ulike konsentrasjoner av END viste eksponering for 10 µM END den høyeste oppreguleringen 

av vtg. Oppreguleringen var noe lavere ved eksponering for 100 µM END (Krøvel et al., 2010). 

Det ble også i den luciferasebaserte genreporteranalysen utført i denne oppgaven observert en 

tofaset dose-responskurve når ERα fra torsk ble eksponert for END. Det er imidlertid nødvendig 

å slå fast om nedgangen i aktiveringen av ERα er som følge av at høyere konsentrasjoner av 

END har cytotoksisk effekt på cellene. In vivo er det funnet LOEC på antall egg som fører frem 

avkom på 1 µg/L for Australsk regnbuefisk (Melanotaenia fluviatilis) etter vannbåren 

eksponering for END i 4 timer (Holdway et al., 2008). 

Den luciferasebaserte ligandreporteranalysen med eksponering av ERα for END utført i denne 

oppgaven viste høyest aktivering ved eksponering for 50 µM, og en kraftig reduksjon i 

aktivering fra eksponering for 50 til 100 µM END. Ut fra ligandreporteranalysen kunne en 

kanskje forventet en høyere induksjon av vtg og esr1 i leverskiveeksponeringene. 

Flere forsøk har vist at END har østrogene egenskaper som avtar med økende 

eksponeringsdose. Ved hvilken eksponeringsdose de østrogene egenskapene til END avtar ser 

ut til å variere i ulike forsøk. Samtidig påvirkes typen av eksponeringsstudie som gjennomføres 

dosen END som kreves for å aktivere ERα. Ulike arter kan dessuten ha ulik sensitivitet for END 

som en xenoøstrogen. En av forbindelsene endosulfan metaboliseres til i leveren er 
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endosulfansulfat (Martı́nez Vidal et al., 1998), som i mennesker ikke blir videre nedbrutt (Lee 

et al., 2006). En tidligere studie har vist at endosulfansulfat ikke opptrer østrogent i mennesker 

(Rivas et al., 2001). En mulig årsak til at ulike studier viser forskjellige østrogene responser 

som følge av eksponering for END kan være en følge av biotransformasjon til mindre østrogene 

metabolitter som for eksempel endosulfansulfat. 

5.4.3 Eksponering av PKLS for MIKS for å undersøke effekt på esr1 og vtg 

Ved eksponering av PKLS for 0,5, 5 og 50 µM MIKS ble det observert en trend for 

nedregulering av esr1. Det ble samtidig observert en trend for oppregulering av vtg ved 

eksponering for 0,5 og 5 µM MIKS. Den eneste signifikante oppreguleringen fra eksponeringen 

av PKLS var oppreguleringen av vtg eksponert for 50 µM MIKS (Figur 41). For MIKS ble det 

heller ikke observert endring i metabolsk aktivitet eller frigitt LDH til media fra de eksponerte 

leverskivene sammenlignet med leverskiver eksponert for en løsemiddelkontroll (Figur 36 og 

36). 

Oppreguleringen av vtg indikerer at MIKS kan ha en østrogen effekt. Fordi 

eksponeringskonsentrasjonene for hver av forbindelsene i MIKS (0,25, 2,5 og 25 µM for hver 

av forbindelsene MXC og END) er halvparten av konsentrasjonene brukt ved eksponering for 

MXC (0,5, 5 og 50 µM) og END (0,5 5 og 50 µM), er ikke forsøkene direkte sammenlignbare, 

og det er dermed utfordrende å si noe om eventuelle kombinasjonseffekter.  Ved eksponering 

for 0,5 µM MIKS er effekten på vtg-uttrykning noe høyere enn ved den gjennomsnittlige 

relative uttrykningen som følge av eksponeringene for MXC og END. Ved eksponering for 5 

µM MIKS er oppreguleringen av vtg om lag en tredjedel av den gjennomsnittlige 

oppreguleringen ved eksponering for 5 µM MXC og END. Da bidraget fra END var meget lavt 

(1,4 fold) kan det antas at oppreguleringen observert ved eksponering for 5 µM MIKS 

hovedsakelig stammer fra MXC. Ved eksponering for 50 µM MIKS er effekten på vtg-

uttrykningen over 15 fold høyere enn den observert ved eksponering for 50 µM MXC, og det 

kan spekuleres i om eventuelle synergistiske effekter oppstår mellom MXC og END ved denne 

eksponeringskonsentrasjonen. Høy oppregulering av vtg var observert ved eksponering for 50 

µM MIKS sammenlignet med de separate eksponeringene for 50 µM MXC og END. Til tross 

for dette var uttrykningen av esr1 ved denne konsentrasjonen høyere i leverskiver eksponert for 

MXC og END sammenlignet med dem eksponert for MIKS. Den høye vtg-uttrykning i MIKS-

gruppen kommer derfor ikke av flere esr1-transkript i denne gruppen. Grunnet variasjon i 

dataene fra leverskivene, kan forskjeller mellom MXC, END og MIKS også skyldes for 
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eksempel ulikheter i blant annet tykkelsen til leverskivene fra prepareringen (Smith et al., 

1985). Tykkelse påvirker leverskivenes evne til å ta opp næring, tilgang på oksygen og i hvilken 

grad cellene i leverskivene klarer å kvitte seg med avfallsstoffer, samt at tykkere leverskiver vil 

ha en lavere eksponeringsgrad enn tynnere leverskiver (Smith et al., 1985, Graaf et al., 2007). 

Tidligere studier har vist både antagonistiske, additive og synergistiske effekter når MXC og 

END har blitt kombinert med andre stoffer (Suzuki et al., 2001). Ved hvilke kombinasjoner de 

ulike effektene oppstår varierer. Det virker som at MXC har det største bidraget når leverskiver 

eksponeres for MIKS i PKLS, men eventuelle kombinasjonseffekter må undersøkes nærmere. 

5.5 Vurdering av metoder 

5.5.1 Genreportersystemet brukt i denne oppgaven 

Det finnes en rekke ulike varianter av luciferasebaserte genreportersystemer, for eksempel 

CALUX- (kjemisk aktivert luciferase-genuttrykning) og UAS/Gal4-baserte systemer. I denne 

oppgaven ble det brukt en UAS/Gal4-vaiant. Det finnes også varianter innenfor de ulike 

systemene, med variasjoner i antall hormonresponselementer (HRE) eller UAS, eller ved bruk 

av ulike cellelinjer (Long et al., 2003, Engineer et al., 2005).  

Luciferasebaserte genreporteranalyser er in vitro-systemer, og det er derfor vanskelig å forutsi 

hvordan aktiveringen ville vært om den hadde skjedd i reseptorens fysiologiske omgivelser. 

Ulike cellelinjer har ulike arts- og vevsforskjeller i kofaktorer, noe som kan påvirke 

aktiveringen av transkripsjonsfaktoren som blir undersøkt. Ulike cellelinjer har også ulik 

fordeling av transkripsjonsfaktorer og biotransformasjonsenzymer som bidrar i metabolisering 

av forbindelser. For eksempel er PXR mest uttrykt i lever- og tarmceller, og i mindre grad 

uttrykt i nyre- og lungeceller (Xu et al., 2005). PXR er involvert i transkripsjonen av CYP3A, 

som metaboliserer kolesterol, steroider og andre lipider, men også er viktig for 

biotransformasjonen av fremmedstoffer (Coumoul et al., 2002). Videre kan det ikke utelukkes 

at Gal4-DBD fusjonert med ERα-LBD kan påvirke foldingen til proteinet, og dermed påvirke 

ligandbindende egenskaper. Det må også tas i betraktning at ERα-LBD brukt i denne oppgaven 

er hentet fra atlanterhavstorsk, og det kan derfor tenkes at dens optimale funksjonelle 

temperatur er lavere enn 37 °C som var temperaturen Cos-7-cellene ble dyrket ved i denne 

oppgaven. 

Det finnes også andre in vitro-metoder for å måle ligandaktivering av ERα. En metode som er 

aktuell for å karakterisere liganders interaksjoner med ERα er 

fluorescensresonansenergioverføring (FRET). FRET er en analysemetode som baserer seg på 
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distanseavhengig overføring av energi fra et donormolekyl til et akseptormolekyl merket med 

kromoforer. For at et FRET-signal skal oppstå, må donor- og akseptormolekylene være nær 

hverandre (Held, 2005). For at ERα skal kunne regulere transkripsjon av målgener, er den 

avhengig av koaktivatorer. FRET kan brukes for å måle interaksjoner mellom ERα-LBD og en 

koaktivator, og forstyrrelsen av denne interaksjonen av en ligand (Moore et al., 2015). Fordelen 

med en slik analyse er at man også får informasjon om ligander som evner å binde reseptoren 

uten at nødvendige koaktivatorer rekrutteres, og dermed fører til at reseptoren blokkeres 

(antagonister). 

5.5.2 Eksponering av PKLS 

En av de største utfordringene ved eksponering av PKLS er at det er vanskelig å få leverskivene 

i nøyaktig samme størrelse. Det er tidligere vist at hvor reproduserbar tykkelsen mellom ulike 

vevsskiver er avhenger av vevstype (Zimmermann et al., 2009). Etter leverskiveeksponeringen 

i denne oppgaven ble det observert en viss grad av variasjon i uttrykningen av esr1 og vtg 

mellom de ulike leverskivene i samme eksponeringsgruppe. Forskjeller i tykkelsen på 

leverskivene kan ha bidratt til denne variasjonen. Fordi det i hovedsak er de ytre cellelagene 

som står for den metabolske aktiviteten antas det at tynne leverskiver generelt har en høyere 

metabolisme enn tykkere leverskiver. Dette kan være en følge av at det tar lenger tid før 

forbindelser når indre cellelag (Graaf et al., 2007). 

Leverskivene brukt i oppgaven ble støpt i ultra-low melting-agarose for å stabilisere 

leverkjernene under utskjæringen av leverskiver. Innstøpingen skal fremme at leverskivene blir 

så like som mulig, og for å best mulig bevare viabiliteten til leverskivecellene. Det er også ved 

tidligere forsøk brukt agaroseinnstøpning (Du et al., 2016).  

I denne oppgaven ble bare de sentrale delene av leveren brukt under utskjæringen av leverskiver 

for å sikre minst mulig variasjon mellom leverskivene. Forsøk på laks har vist at beta-

naftoflavon (en aryl hydrokarbonreseptor-agonist) induserte en høyere uttrykning av cyp1a i de 

sentrale delene av leveren (Olsvik et al., 2007), og det kan ikke utelukkes at dette også gjelder 

for induksjonspotensialet til esr1 og vtg i torskelever. Leverskivene ble tilfeldig plassert på 

eksponeringsplaten, og to og to leverskiver ble slått sammen før RNA-ekstraksjon. Dette kan 

ha bidratt til å minske bidraget fra eventuelle vevsforskjeller som kan påvirke genuttrykningen.  

En annen parameter å ta i betraktning er atlanterhavstorskens fettrike lever. Det er tidligere 

foreslått at fettrike hepatocytter har lavere metabolsk aktivitet (Husøy et al., 1996). Det er også 

foreslått at lipofile forbindelser akkumulerer i lipiddråper i leveren in vivo (Hektoen et al., 
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1994), og dermed blir utilgjengelige for aktivering av transkripsjonsfaktorer som ERα. Ved 

PKLS opprettholdes cellenes naturlige konfigurasjon. Cellekonfigurasjonen kan variere 

mellom leverskivene og kan være noe av årsaken til variasjoner mellom leverskivene.  

5.6 Konklusjon 

I denne oppgaven lyktes det å klone og sekvensere den ukjente 3´-enden til esr1 fra torsk. 

Videre ble et luciferasebasert genreportersystem med torsk-ERα-LBD etablert. Eksponering for 

EE2 viste at Gal4-ERα-LBD utgjorde et funksjonelt protein som kunne aktiveres i COS-7-

celler. Eksponering for MXC, END og MIKS evnet også å aktivere reseptoren i 

luciferasebaserte ligandaktiveringsanalyser. Kombinasjonen av MXC og END ser ut til å ha 

hovedsakelig antagonistiske effekter i ligandaktiveringsanalysen, men dette må undersøkes 

nærmere. Det ble videre utført eksponering av PKLS for de samme forbindelsene. Eksponering 

av PKLS for MXC, END og MIKS viste ikke tydelige endringer i uttrykningen av esr1, bortsett 

fra en signifikant nedregulering ved eksponering for 0,5 og 5 µM MXC. Indusering av vtg og 

esr1 som følge av eksponering for MXC varierer i ulike studier. Både art, kjønn og alder 

påvirker hvor følsomt et individ er for eksponering for MXC. På grunn av den tydelige trenden 

for oppregulering av vtg observert ved MXC-eksponering av PKLS kan det tyde på at MXC 

har østrogene effekter på juvenile torsk. Dette støttes av den luciferasebaserte 

genreporteranalysen utført i denne oppgaven. Ved eksponering for END ble det ikke observert 

tydelig oppregulering av vtg i noen av eksponeringsgruppene. Eksponering av PKLS for 0,5 og 

5 µM MIKS ga en trend for oppregulering av vtg. Eksponering for 50 µM MIKS ga en 

signifikant oppregulering av vtg.  

5.7 Forslag til fremtidig arbeid    

I 2014 ble mesteparten av esr1-transkriptet fra atlanterhavstorsk kartlagt (Nagasawa, 2014). I 

denne oppgaven lyktes det å avdekke 3´-enden til transkriptet. Det kan være interessant å klone 

hele reseptoren og bruke den i ligandaktiveringsanalyser der det konstrueres et spesialdesignet 

reporterplasmid med endogene ERE oppstrøms for luciferasegenet. Fordelen med full-lengde-

steroidreseptorer er at det er basert på fullt funksjonelle reseptorer som kan binde til 

responselementer med høy affinitet i promotoren til reporterplasmider. Problemet ved bruk av 

full-lengde-reseptorer er potensielt lavere toleranse av høyere uttrykningsnivåer i cellene. 

Celler som uttrykker høyere nivåer av en spesifikk reseptor kan være ustabile i kultur. Et annet 

problem med full-lengde-reseptorer er at de kan respondere på stimuli fra inne i cellen, og 

aktiviteten deres kan dermed moduleres indirekte av posttranslasjonelle modifikasjoner som et 
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resultat av aktivering av andre reksjonsveier. Disse problemene er ikke assosiert ved bruk av 

Gal4-DBD da aktiviteten er mediert gjennom Gal4-UAS som er fremmed for de fleste 

transkripsjonsfaktorer i pattedyr. Sammenligninger av Gal4-DBD-reseptor-LBD-analyser og 

full-lengde-reseptor-analyser viser at det er høy likhet i ligandaktivering, spesielt for ERα, ERβ 

og glukokortikoidreseptoren (GR) (Sedlák et al., 2011).  

Det er interessant å utføre flere eksponeringsforsøk med PKLS fra flere individer for å 

undersøke om oppreguleringen av vtg er reell når det eksponeres for MXC og END hver for 

seg. Spesielt endring i genuttrykk for vtg som følge av leverskiveeksponering for END bør 

undersøkes nærmere for å kunne avgjøre om denne har en effekt, da effekten fra 

leverskiveeksponeringen var meget svak. For de ulike ligandene ble det observert varierende 

grad av aktivering av ERα i ligandaktiveringsanalysene sammenlignet med oppreguleringen av 

vtg fra eksponeringen av PKLS. END ga den høyeste aktiveringen av ERα i 

genreporteranalysen, mens den ga den laveste induksjonen av vtg i leverskiveeksponeringene. 

Både MXC og MIKS ga en relativt kraftig induksjon av vtg i leverskiveeksponeringene 

sammenlignet med aktiveringen av ERα observert i genreporteranalysene. For å få bedre 

forståelse av forskjeller i respons mellom metodene, kan MXC og END inkuberes med 

levermikrosomer fra torsk før ligandaktiveringsanalyser med ERα gjennomføres. På denne 

måten får man en indikasjon på om forskjeller i respons mellom metodene skyldes metabolsk 

aktivitet i leveren. Det kan være interessant å undersøke om END-metabolitten endosulfansulfat 

har en effekt på uttrykningen av esr1/vtg i PKLS. For MXC kunne det vært en nyttig å 

undersøke hvordan HPTE påvirker esr1/vtg leverskivecellene. Det kan også utføres 

leverskiveeksponeringer med MXC, END og MIKS der uttrykning av de andre 

østrogenreseptorvariantene undersøkes sammen med uttrykningen av vtg, for å teste om vtg kan 

induseres gjennom noen av disse. Det kunne også vært en idé å utføre ligandaktiveringsforsøk 

med ERβ1 og ERβ2 fra torsk, for å undersøke om disse evner å aktiveres av MXC, END eller 

MIKS, da deres LBD har omtrent 59 % likhet i aminosyresekvens med DBD fra ERα 

(Harrington et al., 2003). Tidligere studier har vist at visse ligander har ulik affinitet for ERα 

og ERβ i blant annet menneske og rotte (Kuiper et al., 1998, Harrington et al., 2003). 

Det er tidligere vist at MXC og END har varierende østrogene egenskaper. Det er nødvendig å 

gjenta ligandaktiveringen med MXC og END, da det i denne oppgaven ikke ble utført flere 

forsøk grunnet tidsbegrensning. Det kan også være interessant å utføre ligandaktiveringer med 

andre forbindelser som for eksempel bisfenol S (BPS), polyklorerte bifenyler (PCB-er) og 

polybromerte difenyletere (PBDE-er). Det kan også være nyttig å utføre studier med 
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metabolitter av MXC og END, og da spesielt med MXC-metabolitten HPTE og END-

metabolitten endosulfansulfat. Det er fremdeles usikkert hva slags interaksjoner som foregår 

mellom MXC og END ved ulike konsentrasjoner når disse stoffene opptrer samtidig. Det kunne 

vært en idé å kombinere MXC og END med EE2 for å studere antagonistiske, synergistiske og 

additive egenskaper. Det kan også være nyttig å studere disse stoffene sammen i et in vivo-

system ved å eksponere torsk for END, MXC og MIKS og undersøke effekter på uttrykning av 

esr1 og vtg.  
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Vedlegg A 

Tabell 43: oversikt over A260/230-  og A260/280-verdier fra RNA-ekstraksjoner 

Individ  A260/280 A260/230 Individ A260/280 A260/230  Individ A260/280 A260/230 Individ A260/280 A260/230 

0  2,01 1,57 1 2,11 1,78  2 2,06 1,65 3 2,09 1,02 

0  2,08 2,06 1 2,01 0,55  2 2,09 1,87 3 2,06 0,95 

0   2,06  1,51 1 1,80 0,60  2 2,06 1,76 3 2,02 1,20 

0  2,07 1,23 1 1,71 0,74  2 2,07 1,51 3 2,01 1,26 

0  2,05 1,61 1 1,73 0,47  2 2,00 1,31 3 2,04 1,22 

0  2,13 1,62 1 1,86 0,58  2 1,93 1,17 3 2,06 1,15 

0  2,16 1,67 1 1,83 0,17  2 2,01 1,32 3 2,00 1,30 

0  2,19 1,75 1 2,07 1,09  2 2,02 0,79 3 2,09 1,49 

0  2,25 1,75 1 1,95 0,26  2 2,01 0,99 3 2,09 1,52 

    1 1,82 0,42  2 2,02 1,06 3 1,99 1,47 

    1 1,73 0,52  2 2,06 1,20 3 2,02 1,64 

    1 1,79 0,63  2 2,05 1,24 3 2,01 1,57 

    1 1,94 0,96  2 2,03 1,48 3 2,01 1,10 

    1 1,99 0,95  2 2,02 1,47 3 2,07 0,87 

    1 2,06 1,30  2 2,03 1,34 3 2,07 1,03 

    1 2,06 1,28  2 2,07 1,54 3 2,05 1,03 

    1 2,05 1,26  2 2,08 1,45 3 2,04 1,27 

    1 2,07 1,19  2 2,08 1,61 3 2,00 1,41 

    1 2,05 0,66  2 2,04 1,04 3 1,97 1,37 

    1 2,06 1,17  2 2,07 0,93 3 1,98 1,13 

    1 2,02 0,84  2 2,03 0,83 3 2,01 0,88 

    1 2,03 1,01  2 1,97 1,99 3 2,00 0,97 

    1 1,97 0,94  2 2,00 1,01 3 1,99 0,90 

    1 2,05 1,09  2 2,00 1,11 3 2,00 0,84 

    1 1,99 1,23  2 2,04 1,37 3 1,96 1,00 

    1 2,03 1,01  2 2,02 1,37 3 2,07 2,01 

    1 1,97 0,94  2 2,04 1,14 3 2,12 2,01 

    1 1,67 0,47  2 2,01 1,28 3 2,13 2,03 
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    1 1,99 1,23  2 2,08 1,46 3 2,13 1,93 

    1 2,03 1,39  2 2,07 1,43 3 2,06 1,84 

    1 2,04 0,83  2 2,08 1,48 3 2,12 2,07 

    1 2,04 0,96  2 2,05 1,60 3 2,13 2,08 

    1 2,03 1,15  2 2,08 1,54 3 2,14 2,00 

    1 2,04 1,27  2 2,04 1,50 3 2,07 1,72 

    1 2,04 0,95  2 2,04 1,59 3 2,13 1,99 

    1 2,04 0,95  2 2,04 1,26 3 2,13 1,72 
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Vedlegg B 

Nukleotidsekvens for gm-esr1 (ID: JX178935 + avdekket 3´-ende) 

TGCAGTCCCTGGGCAGTGGGTCCACCAGCCCCCTGGTGTTTGTGCCCAGCAGCCC

CCAGCTCAGCCCCTACCTGCACCCCACCGGGCAGCCCTACTACCTGGAGGCCCCC

GCCACACCTGGGTACAGCATGGGGTCCGGCCCGCAGCACTCTCTGTCCAGGGAGG

ACCTCTGCGACACCATCGAGGGTCTGGAGACCTACGGGGTCATGGGCTCCCTGGC

CGCCTCCGTGTCCGGGTCGTCTCGGCTGGTGCCGGGCCAGGGGTCAGGGGTCGCG

GTGGGCACGGTGTTCGAGCTGGCCAAGGAGACGCGGTACTGCGCGGTGTGCAGC

GACTACGCCTCGGGCTACCACTACGGCGTGTGGTCCTGTGAAGGCTGCAAGGCCT

TCTTCAAGAGGAGCATCCAAGGCCACAACAACTACATGTGCCCGGCCACCAACC

AGTGCACCATCGACCGCAACCGCAGGAAGAGCTGTCAGGCCTGTCGCCTTCGGA

AGTGTTATGAAGTGGGCATGATGAAAGGAGGTATGCGCAAGGACCGTGGGAGCC

GGGTATTGAGGCGCGACAAGCGGCGTGGCGTGGCCGGCGACCGGGACAAGGGTC

CCAGGCAGCTGGAGAACAGGACGTCGCCCCCGCAGGACGGGAGGAGGAACTGCG

GCGGCGGCGGCTCCAGAGCGGGCGAGAGAACGGGGGCGGACGTCGGAGGAGCG

GCGAGGGGTTCTCGGATCGGGATCCCCCCGGACCAGGTGCTCCTGGTCCTCCAGG

GGGCGGAGCCTCCCATCCTGTCCTCCCGGCAGAAGATGAACCGGCCGTACACCGA

GGTCAGCATGATGACGCTGCTCACCAGCATGGCCGACAAGGAGCTTGTCCACATG

ATCGCATGGGCCAAGAAGGTCCCAGGCTTCCTTGAGCTGTCCCTTCATGACCAGG

TGCAGCTCCTGGAGAGTTCCTGGCTGGAAGTCCTGATGATCGGCCTCATCTGGAG

GTCCATCCACTACCCTGGGAAACTCATCTTCGCACAAGACCTCATCCTGGACAGG

ACTGAGGGGGACTGCGTAGAGGGCATGGCGGAGATCTTCGACATGCTGCTGGCC

ACCGTCTCACGCTTTCGGATGCTCCAGCTGAACCCTGAGGAGTTTGTCTGTCTCAA

GGCCATCATCCTGCTCAACTCTGGGGCCTTCTCGTTCTGCACCAGCACCATGGAG

GCCCTTCACGACAGCCTGGCCGTTCAGGGCATGCTCGACACCATCACGGACGCCC

TCATACACCACACCAGCCAATCAGGATGCTCCATCCAGCAGCAGTCCCGGCGGCA

GGCGCAGCTGCTGCTTCTGCTGTCCCACATCAGACACATGAGTAACAAAGGCATG

GAGCACCTGTACAGCATGAAGTGCAAGAACAAAGTGCCACTGTACGACCTGCTG

CTGGAGATGCTGGACGCCCACCGTCTCCAGCGGCCCGTCAAGGCGGCCTCCCACC

CCCGGGGCGGGGGTCCGGGCGACCGCGAGACAGCCTGCACCAGCGGAAGCTCCA

GCTGCTCCAAGTTAGGTACCGGGCACCGCGGGGCCGGCGGGCTAGAGGGCCACG

GTCGGGCCCCCGGTCCCGGGGTGCTCATCAGCGGGGGGCCCCTCCACGAGTGTGC

GTCCGTCTGAG 

 


