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Formal

Formalet med projektet er at udvide vores forstdelse af de
generelle aspekter ved antifryseproteinsystemer. I projektet
sammenlignes antifryseproteinsystemer fra forskellige arter
af antarktiske fisk. Endvidere undersgges de evolutionare
aspekter af forekomsten af antifryseglykoproteiner inden for
overfamilien Nototheniidae og hos antarktiske og arktiske
fisk.

Projektet er opdelt i tre hovedaktiviteter:

1) At fange den Antarktiske Sglvfisk, Pleurogramma ant-
arcticum, og underspge dens antifryseproteinsystem
samt andre fysiologiske og biokemiske tilpasninger til
lave temperaturer i isfyldt vand hos denne fisk

2) At fange fisk fra kontinental-shelfen i oméadet ved Den
Antarktiske Halvg og underspge disses antifryseprotein-
systemer og deres fysiologiske og biokemiske tilpasnin-
ger til lave temperaturer i isfyldt vand.

3) Hvis det er muligt at fange nye fiskearter fra det Antark-  Foto: Hans Ramlgv
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Adult og juvenil antarktisk sglvfisk
(Pleurogramma antarcticum). Foto:
Hans Ramlgv
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tiske Ocean og undersgge disses antifryseproteinsyste-
mer og deres fysiologiske og biokemiske tilpasninger til
lave temperaturer i isfyldt vand.

Baggrund

Fisk, der lever i polare og tempererede havomrader, udseettes
om vinteren eller hele aret rundt (Antarktis) for iskrystaller i
vandet, hvis temperatur er pé frysepunktet (-1,92C). Isen fore-
kommer som isdeekke, eller "ankeris”, som findes i Antarktis
ned til 30-40 meters dybde. I antarktiske farvande findes en
anden type is, der forekommer som bittesma iskrystaller, der
flyder i den frie vandmasse. Disse sma iskrystaller dannes,
nar relativt ferskt bundvand pé& 600 meters dybde stremmer
ud under de store antarktiske isdesekker (f.eks. Ross Iceshelf)
og stiger op mod overfladen. P4 grund af trykforskellen mel-
lem bund og overflade nukleerer vandet, og der dannes bit-
tesma iskrystaller (isnukleation er den proces, hvor vand-
molekyler samler sig til sma kerner, som vokser sig stgrre til
egentlige iskrystaller).

Fisk, der lever i de kolde farvande, er derfor underafkplede
med ca. 0,9°C, nar havvandets temperatur er ca. -1,92C. Havde
disse fisk ikke noget forsvar mod frysning, ville deres krops-
veesker fryse til is, sd snart de kom i kontakt med iskrystal-
ler. Masser af fisk svgmmer dog underafkglede omkring i det
kolde isfyldte hav. I midten af tresserne arbejdede biologen
A L. DeVries pd McMurdo Station i Antarktis, og han opda-
gede, at tog han noget serum fra en antarktisk fisk og tilfprte
en lille iskrystal, kunne han seenke temperaturen, uden at
iskrystallen voksede. Nar temperaturen ndede -2,3°C, vok-
sede iskrystallen pludselig eksplosivt som lange, parallelle,
spydformede krystaller. Da fiskeblodet har et smeltepunkt
(ligeveegtsfrysepunkt) pa ca. -1°C, og isveeksten begynder ved
-2,39C, selv nar der er is til stede i prgven, kaldes feenomenet
termisk hysterese® eller antifryseeffekten. Temperaturen, hvor
isveeksten sker (-2,32C), kaldes hysteresefrysepunktet. Da fry-
sepunktet af havvand er -1,9°C, er denne heemning af isveek-
sten altsa lige tilstraekkelig til, at fiskenes blod ikke fryser til
iside kolde polare oceaner. De isvaeksthaeemmende stoffer
viste sig at veere en ny gruppe af proteiner. Disse proteiner



kaldes nu antifryseproteiner (AFP). Der kendes i dag fem typer
af antifryseproteiner®i fisk.

Fra et udviklingsmzessigt (evolutioneert) synspunkt har
AFP vist sig at vaere meget speendende. Man har laenge vidst,
at antifryseglykoproteiner (AFGP) fra familien Notothenii-
dae er fuldsteendig de samme, som man finder hos torskefisk.
Disse to fiskefamilier har veeret adskilt i mange millioner ar
og er ikke ret teet besleegtede. I en lang periode var det uklart,
om AFP var udviklet, fgr de to fiskegrupper blev adskilt, altsa
om de har et faelles "stamfaderstof”, eller om de udviklede
sig parallelt, hver for sig (konvergent evolution). Det er blevet
vist, at AFGP fra Nototheniidae er udviklet fra et fordgjelses-
enzym, mens AFGP fra torskefisk er udviklet fra et helt andet
protein. Dette er et af de bedste eksempler pa konvergent
evolution inden for proteiner, der kendes.

Deltagelse i Galathea 3 samt

forskningsmaessig status

Antifryseproteingruppen mgdtes i Christchurch og gik om
bord p& VADDEREN den 11. januar 2007. VEDDEREN afsej-
lede samme aften med kurs mod Peter d. 1’s @ i Antarktis
via Antipodegerne. Ved Antipodegerne blev der fisket med
bade et lille Agazzitrawl samt med fiskestang. Fiskeriet med
stang gav ca. 20 eksemplarer af arten Notothenia microlepi-
dota. Dette er ikke en antarktisk fisk, men en art inden for
familien Nototheniidae, som blot lever i lidt varmere vand.
Vi udtog prover fra disse fisk, og det viste sig da ogsa, at de
har en vis antifryseaktivitet i blodet. Da vi ogsa har eksem-
plarer af arten Notothenia angustata fra New Zealand, og da
vi yderligere fangede arten Notothenia coriceps i Antarktis,
er vinu i stand til at se en gradient i antifryseaktivitet inden
for sleegten Notothenia. Dette vil medvirke til at klarlaegge
sleegtskabsforholdene samt klimaets betydning for anti-
fryseaktiviteten og de molekyleere forhold. Efter besgget pa
Antipodegerne fortsattes mod Den Antarktiske Halvg. Det
var planen at trawle taet pa iskanten ved Peter d. 1.'s §, men
skibschefen vurderede, at det var for farligt at ga teet pa isen,
og det blev derfor besluttet at fortszette forleegningen mod
Den Antarktiske Halvg. Vi fiskede med et stort pelagisk trawl
ica. 700 meters dybde i tre timer inde over kontinentalskraen-

1 Termisk hysterese betyder, at der er en veldefineret adskillelse mellem
frysepunktet og smeltepunktet i en oplgsning.

2 Antifryseglykoproteiner (AFGP): Familier: Nototheniidae and Gadidae.
Stangformed, aminosyresekvensen gentages som Ala-Ala-Thr, sukren
sidder pa Thr, stgrrelse: op til 32 kDa. Type I AFP, Alanin rige, Alpha helix,
amfifile, 3 kDa, familier: Pleuronectidae (Flyndre), Cottidae (Ulke). Type II
AFP, Cystein rige, B-sheets, 14 kDa, Sild, Sea raven (Ulk). Type III AFP, ingen
aminosyre-repetition, Helix, B-sheet, 7 kDa, Zoarcidae (Alekvabber). Type
IV AFP, 12 kDa, Langhornet ulk.
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ten, men desveerre gav treekket ingen P. antarcticum. Derimod
fangede vi en del "prikfisk” (Myctophidae). Der er ikke kendt
antifryseaktivitet hos denne fiskegruppe, men efter at have
undersggt fire arter af disse fisk er det nu klart, at mindst én
art har en ikke uvaesentlig antifryseaktivitet i blodet. Dette er
interessant, idet 1) der ikke tidligere var kendt antifryseak-
tivitet hos disse fisk, 2) disse fisk er meget primitive, og man
ma saledes forvente, at deres antifryseproteiner er meget
forskellige fra de andre kendte antifryseproteiner, 3) fore-
komsten af antifryseaktivitet hos disse fisk vil medvirke til at
klarleegge de forskellige fisks indbyrdes slegtskab (fylogeni)
og evolutionen af antifryseproteiner hos fisk.

Efter det noget mislykkede forsgg pa at fange P. antarc-
ticum ud for Den Antarktiske Halvg, lykkedes det os (via
Arthur L. DeVries) at komme i kontakt med amerikanske
forskere, der har arbejdet med P. antarcticums udbredelse,
dggnvandringer og temperaturpreeference i Det Antarktiske
Ocean. De amerikanske forskere foreslog, at vi skulle prpve
at fiske i Crocker Passage (64205’S, 61248'W), hvilket 1a meget
neer nogle af de fiskesteder, vi oprindeligt havde udpeget som
interessante. Et fgrste trawltraek blev prevet pa 1.000 meters
dybde i Crocker Passage, og det gav ca. 20 larver af P, antarc-
ticum pa 5-8 cm samt en masse krill og overraskende nogle
isfisk-larver. Dette var en vigtig opdagelse, fordi:

1) de amerikanske forskere havde sagt, at det var et forseg,
idet deres erfaring var, at der ikke mere var P. antarcticum
i Crocker Passage og i givet fald sikkert kun larver. Det var
blot deres bedste bud pa et fangststed, hvorfor de ogsa var
meget interesserede i at vide, om vi fangede P. antarcticum
her. Fangsten var saledes af almen interesse - ogsa set i
sammenhaeng med den mulige opvarmning af Det Ant-
arktiske Ocean forbindelse med den globale opvarmning.
Vores fangst viser, at P. antarcticum i hvert fald endnu ikke
er forsvundet fra denne del af Det Antarktiske Ocean pa
trods af, at det fra den amerikanske Palmer Station er vist,
at denne del af oceanet er under opvarmning

2) der var P. antarcticum pa dette sted, og vi derfor kunne
fiske yderligere her. Vi trak i alt tre gange i Crocker Pas-
sage og fangede i alt 16 voksne P. antarcticum og 35 larver i
forskellige stprrelser. Derudover gav traekkene et antal for-
skellige arter isfisk samt mange krill.

Undersggelser om bord af serum fra de fangede P. antarc-
ticum viste, at disse havde en antifryseaktivitet, der ligger
teet pa de pvrige fisks i denne overfamilie. Dette er i nogen
modstrid med de tidligere publicerede undersggelser, men
falder helt i trdd med den opfattelse, vi havde af problemstil-
lingen inden deltagelsen i Galathea 3-ekspeditionen.

P4 hele ekspeditionen fangede vi ca. 50 fiskearter, heri-
blandt en ny art dlekvabbe. Vores initielle undersggelser om
bord viste, at ca. 30 af arterne havde antifryseaktivitet i blo-



det, deriblandt ogsa den nye alekvabbeart, som faktisk havde
en kraftigere antifryseaktivitet end det, der kendes fra kendte
arter antarktiske alekvabber. Der blev udtaget fplgende pro-
ver af de fangede fisk: blod, lever, tarmsystem og milt. Prgver-
ne blev overfgrt til kold 80 %-ethanol og opbevaret ved -202C.
Efter ankomsten til Valparaiso, Chile, blev de fleste af prg-
verne overfgrt til to Dry Shippers med flydende kveelstof, og Paraliparis devriesi. Foto: Hans
disse blev sendt hhv. til Danmark og USA — begge Dry Ship- Ramlpv
pers ankom i god behold, og preverne opbevares nu ved -802C
pa hhv. Roskilde Universitetscenter og University of Illinois at
Urbana-Champaign, indtil bearbejdningen af det indsamlede
materiale kan pabegyndes.
Disse undersggelser vil omfatte videre malinger af antifry-
seaktivitet, underspgelser af sammensaetningen af antifry-
seproteiner hos de forskellige fiskearter og undersggelser af
de gener, der koder for antifryseproteiner hos de forskellige
fiskearter.
Ud over de ovennaevnte aktiviteter deltog antifryseprote-
ingruppen i fplgende formidlingsakiviteter:
e Thomas Flarup Sg¢rensen og Arthur L. DeVries holdt hver
et foredrag om bord pa VEDDEREN for Sgvaernets be-
saetning og ekspeditionsbeszaetningen.
e Thomas Flarup Sgrensen blev interviewet til en avis i
Valparaiso, Chile.
e Dr. Peter Wilson skrev weblog pa engelsk pa Jyllands-
Postens hjemmeside.
e Undertegnede holdt foredrag for VADDERENS besaet-
ning om bord.
e Undertegnede holdt foredrag for inviterede geester fra
Valparaisos Universitet om bord pa VEDDEREN, efter at
vi var kommet i havn.
e Undertegnede deltog i udarbejdelsen af tre tv-udsendel-
ser og blev interviewet til TV 2/ Nyhederne direkte.
e Undertegnede deltog i en direkte web-cast-udsendelse
til skolebgrn i Faborg (ca. 200 bgrn) arrangeret af Under-
visningsministeriet.
e Undertegnede figurerede i flere avisartikler samt for-
skellige webbaserede artikler i den periode, jeg var om
bord, og skrev en weblog pa Dansk Polarcenters hjem-
meside.

For pkonomisk stgtte takkes Villum Kann Rasmussen Fon-
den.
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