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Forord

Dette bachelorprosjektet ble utfert ved Sars International Centre for Marine Molecular
Biology (Universitetet i Bergen) varen 2021. Praktisk laboratoriearbeid ble utfart i
tidsperioden 18. mars til 5. mai, etterfulgt av en periode med analysering av innsamlede data.
Prosjektet har flere bestanddeler som omhandler tracking av bevegelsesmgnsteret til Ciona
intestinalis larver etter tilsetning av nevropeptider, larvers metamorfose etter tilsetning av
nevropeptider, og visualisering av larvers nerveaktivitet etter tilsetning av nevropeptider ved
hjelp av kalsium integratoren CaMPARI og konfokal mikroskopi. Store mengder data ble
innsamlet, men grunnet tidsbegrensninger ble det dessverre ikke mulig & fa trackingvideoer

ferdig analysert til & bli presentert i denne oppgaven.

Prosjektet har gitt oss et bredt leeringsutbytte, og vi har hatt noen hyggelige og laererike dager
pa lab. Vi har blant annet blitt godt kjent med det underlige, lille dyret Ciona intesitnalis, som

vi pa forhand ikke var klar over eksisterte.

Vi gnsker med dette & takke alle som har hjulpet oss pa veien. En stor takk til var eksterne
veileder Marios Chatzigeorgiou for god veiledning og engasjement, samt alle andre ansatte
ved Sars-senteret for oppleering i metoder. Hjertelig takk til intern veileder Line Wergeland
for all hjelp og statte du har gitt oss under denne prosjektperioden. Spesielt mot slutten gav
du oss ny giv og motivasjon da vi trengte det som mest. Vi vil gjerne takke biologistudentene
Havard Vralstad og Amalie Johannessen for hjelp med tracking. | tillegg vil vi takke
elektronikkingenigrstudentene Simen Fuglestad, Endre Rgberg Lagseth og Hector Fabian
Moya fra HVL for konstruering av det vertikale trackingsoppsettet. Vi haper dere fikk utbytte

av vare tilbakemeldinger. Sist vil vi takke hverandre for et godt samarbeid.

Bergen, 28.05.2021

Malene £lisobet HaHevol| S d Lo H F 20000,




Sammendrag

Den marine arten Ciona intestinalis er et ryggstrengdyr (Chordata) klassifisert som
menneskets nermeste virvellgse slektning. Dyret er en utmerket modellorganisme.
Helgenomet til C. intestinalis er lite, og har rundt 90 % av antallet proteinkodende gen som i
det menneskelige genomet. Artens larvestadie med rumpetrolimorfologi er karakterisert av
deres notokord (ryggstreng) og dorsale, hule nervesystem. Kort tid etter klekking leter larven

etter et egnet sted den kan feste seg og initiere sin radikale metamorfose til voksen form.

Nevropeptider som er identifisert i C. intestinalis kan deles inn i to grupper: nevropeptider
som er homologe med virveldyrs, og artsspesifikke nevropeptider, altsa peptider unike for C.
intestinalis. Utredning av funksjonene og mekanismene til nevropeptider i en
modellorganisme som C. intestinalis kan gi oss informasjon om homologe nevropeptiders

tilsvarende biologiske funksjoner og mekanismer hos virveldyr.

| dette prosjektet ble det undersgkt 31 ulike nevropeptiders virkning pa bevegelsesmgnsteret
til larver ved eksogen tilsetning. | tillegg ble det sett pa om peptidene pavirket larvers
metamorfose, altsa om de hadde en inhiberende eller fremmende effekt. Sist men ikke minst
ville tilsvarende nevropeptiders effekt pa larvers nerveaktivitet undersgkes ved kalsium

integratoren CaMPARI og konfokal mikroskopering.
De ulike metodene gav en bred diversitet av resultater for de ulike nevropeptidene. Noen ga

tydelig endring, mens andre gav mindre eller ingen endring etter tilsetning. Dette indikerer at

hvert peptid har sin egen funksjon og mekanisme hos dyret.

Ngkkelord: Ciona intestinalis, nevropeptider, nevromodulatorer, metamorfose, CaMPARI



Abstract

The marine species Ciona intestinalis is a chordate classified the closest invertebrate relative
of humans. The animal is an excellent model organism for research. The whole genome of C.
intestinalis is small, and it has around 90 % of the number of protein-coding genes as found in
the human genome. The animal’s larval stage with tadpole morphology is characterized by its
notochord and dorsal, hollow nervous system. Briefly after hatching the tadpole will search for

a fitting place to attach itself and initiate its radical metamorphosis into adult form.

Neuropeptides identified in C. intestinalis can be divided into two groups: neuropeptides which
are homologs of vertebrates', and novel neuropeptides which are only found in C. intestinalis.
Investigating the biological functions and mechanisms of neuropeptides in a model organism
such as C. intestinalis can give us information about equivalent functions of homolog

neuropeptides in vertebrates.

In this thesis the effect of 31 different neuropeptides on the behavioral pattern of tadpoles
was surveyed by exogenous application. In addition the inhibitory or promoting influence on
the metamorphosis of tadpoles from the different neuropeptides were investigated. Lastly the
neuropeptides effect on the neural activity of tadpoles was examined by CaMPARI and

confocal microscopy.
The various methods used gave a wide range of diversity in results among the many

neuropeptides. Some gave clear change, while others gave less or no change at all after

addition. This indicated that each peptide has its own function and mechanism in the animal.

Keywords: Ciona intestinalis, neuropeptides, neuromodulators, metamorphosis, CaMPARI



1. Introduksjon

Ciona intestinalis er menneskets naermeste virvellgse slektning, til tross for at artens
oppbygning og genomiske arkitektur i stor grad er ulik fra var egen (1,2). C. intestinalis er pa
norsk kjent som tarmsekkdyr, og er en art i klassen sekkdyr (Ascidiacea) i underrekken
kappedyr (Tunicata). Dyret finnes i mange deler av verden pa grunn av dens invasive
spredning og biobegroing, og er vanlig a finne i norske farvann. C. intestinalis trives best i
store grupper festet til harde overflater, som for eksempel undersiden av bater, bayer eller
brygger. Voksne dyr er derfor stillesittende ("sessile™), og kan bli opptil 15 cm lange. Artens
livssyklus og oppbygningen til et voksent tarmsekkdyr blir presentert i Figur 1. De far i seg
naring ved a filtrere vann gjennom sine to sifoner. Sifoner er rgrlignende organer som man
kan finne pa toppen av dyret. Dyret har en oral innstrammingssifon og en atrial

utstremmningssifon der sjgvannet filtreres for a fa tak i plankton.
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Figur 1. Den stillesittende og filter-spisende arten Ciona intestinalis. A. Oppbygningen til et voksent individ av

C. intestinalis (3). Bla piler ovenfor atrial og oral sifon viser retningen sjgvann strgmmer gjennom det filter-
spisende dyret. Arten er en hermafroditt med bade egg- og spermkanal i ett og samme individ. Kanalene er
anatomisk plassert tett ved siden av hverandre som markert pa figuren. Hvite piler indikerer punktene nederst
pa dyret der de er festet til overflater. B. Skjematisk illustrasjon av livssyklusen til C. intestinalis (4). En
svemmende larve klekkes ut rundt 18 timer etter at et egg er blitt fertilisert. Larven vil etter kort tid feste seg til

en egnet overflate for & gjennomga metamorfose til sin endelige voksne form.



C. intestinalis er hermafroditter som reproduserer seg via gyting (“"broadcast spawning"). Det
vil si at samme individ inneholder bade egg- og spermceller, og har evne til & utfare
selvbefruktning ved a slippe ut gametene sine i det omkringliggende sjevannet. Opptil flere
hundre individer kan slippe ut gametene sine samtidig, slik at sjansene for vellykket

fertilisering blir starre.

Avrtens utvikling fra zygote til svemmende larve er veldokumentert, og skjer i et fast mgnster
(3,5). En rekke celledelinger starter rundt 40 minutter etter at et egg er fertilisert. Embryoet
vil s& gjennomga gastrulering nar 112 celler er dannet, noe som skjer omtrent 4,5 timer etter
fertilisering. Gastrulering er prosessen som omfatter formering av ektoderm, mesoderm og
endoderm. Denne morfologiske hendelsen danner forstadiene for dyrets voksne vev.
Prosessen faglges av en annen prosess kalt nevrulering, der vev uthules for & danne det
dorsale, hule nervesystemet som er spesifikk for alle ryggstrengdyr (Chordata). Nervesnoren
gar langs anterior-posterior aksen av det utviklende embryoet. Alle disse endringene til
embryoet foregdr inni en fosterhinne. Larven klekkes ut fra fosterhinnen rundt 18 timer etter

fertilisering. Larvefasen blir etterfulgt av en radikal metamorfose der de utvikles til sin

endelige voksne form (3).
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Figur 2. Larvestadlet av Ciona intestinalis. A. Svammende larve fotografert i mikroskop (3). B. Skjematisk
fremstilling av artens oppbygning (6). Fremst pa dyret kan man se de tre adhesive palpene som den benytter for
a feste seg til harde overflater og starte metamorfose. De pigmenterte sensoriske organene ocellus og otolitt
viser larvens venstre-hgyre asymmetri. Den muskuleere halen med larvens karakteristiske notokord (ryggstreng)

og hule nervesystem er markert.



C. intestinalis er kjent for deres korte larvefase med rumpetrolimorfologi, som vist i Figur 2.
Larven har en ryggstrengdyr-spesifikk notokord plassert under nevralrgret (7). Notokorden,
eller ryggstrengen, har flere funksjoner, og er formet som et rgr som er lukket i begge ender.
Farst og fremst gir den larven stgtte. Uten notokorden ville larven hverken kunne utvikle seg
pa korrekt vis, eller ha evne til & svamme. En av grunnene til at notokorden er viktig under
embryogenesen er at den sekrerer et fibrinogen-likt protein under sentralnervesystemet. Dette
proteinet er essensielt for riktig posisjonering av nevronale celler og for rettledning av dyrets

aksoner ved interaksjoner med Notch signalisering (8,9).

Den nyklekte larven har to pigmenterte sensoriske organer i hjernen kalt otolitt og ocellus.
Otolitt sgrger for at larven kan oppfatte tyngdekraft, og ocellus serger for at larven kan
oppfatte lys. Under normale omstendigheter vil en larve vanligvis svemme oppover kort tid
etter klekking, for de svammer nedover og vekk fra lys. De svemmer ved a svinge pa halen.
Arsaken til at de svemmer mot tyngdekraften for de leter etter et egnet sted & sl& seg ned, er
trolig for at de skal kunne spre seg utover fgr de initierer metamorfosen (9). Larven har en
venstre-hgyre asymmetri som lett kan observeres i de sensoriske vesiklene. Ocellus sine
pigmentceller blir formert fgrst ved midtlinjen, og beveger seg deretter mot hgyre side. Etter

denne migreringen vil fotoreseptorceller bli formert pa hayre side. (9)

Etter klekking svemmer larven rundt og leter etter et egnet sted den kan feste seg og starte sin
metamorfose. Tre adhesive palper er anteriorplassert pa dyret, og blir benyttet for dette
formalet. Ulike stadier av metamorfosen blir presentert i Figur 3. Larven vil gjerne
gjennomfare metamorfose raskt etter klekking, da den ikke evner a innta mat fer etter
transformasjonen. Derfor er den avhengig av en begrenset mengde energi som den har fatt
maternalt. Det farste som skjer nar metamorfose blir initiert er at halen blir fullstendig
reabsorbert. | lgpet av noen timer etter festing utvikles en stolon (utlgper) ved festningsstedet,
og innvollene til dyret blir reorientert i kroppen. Et sldende hjerte kan observeres etter noen fa
dager. Den endelige topologien til dyret nas nar hgyre og venstre sifoner fusjonerer ved den

dorsale midtlinje etter noen uker. (3)
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Figur 3. Ulike stadier av den radikale metamorfosen til Ciona intestinalis. A. Larve av C. intestinalis. Hode
("trunk™), hale og adhesive palper (Pa) er markert pa figuren. B. Larve med pabegynt reabsorbsjon av dens
hale. C. Larve like etter at halen er blitt fullstendig reabsorbert. Svart pil indikerer dyrets orale sifon. D.
Ungdyr etter gjennomgatt metamorfose. Posisjonen til den orale sifonen (svart pil) endres under metamorfosen

pga. kroppens akserotasjon. Organene endostyl (En), gjelle (gill) og tarm (gut) er utviklet. (9)

C. intestinalis er av stor interesse innen forskning pa grunn av dens enkle embryologiske
utvikling. Artens larve har som nevnt en karakteristisk notokord. I tillegg har de et hult,
dorsalt sentralnervesystem (SNS) som er homologt til virveldyrs SNS (9). Artens lille,
kompakte genom pa 160 mega basepar (Mbp) gjar den til en utmerket modellorganisme.
Helgenomet til C. intestinalis har rundt 90 % av antallet proteinkodende genene som antallet
funnet i det menneskelige genomet (17 000 i C. intestinalis vs. 19 000 i Homo sapiens) (10—
13,3). Sekkdyr (Ascidiacea) og mennesket har med andre ord en felles stamfar langt tilbake i
tid. Siden C. intestinalis er betydelig enklere oppbygd enn mennesket vil det veere
hensiktsmessig a benytte den som modellorganisme i forskning knyttet til nervesystemet, og

mekanismene som driver morfogenese og embryogenese.

10



Burbach definerer nevropeptider som sma proteinholdige substanser produsert og frigitt av
nevroner gjennom den regulerte sekretoriske ruten og som fungerer pa nevronale substrater
(14). Nevropeptider er korte aminosyresekvenser som har funksjoner bade i og utenfor det
sentrale nervesystemet. Nevropeptider er til stede i alle deler av nervesystemet, men hvert
enkelt peptid er distribuert i ulike deler av gitt system. Egenskapene deres kan bli gruppert

inn i tre kategorier (15):

1. post-translational prosessering fra forlgperprotein og utskillelse fra kjernevesikler
2. aktivering av celleoverflatereseptorer over relativt lange distanser
3. modulering av malceller i perifert omrade og i hjernen, som angivelig kan endre

sensorisk oppfatning

Peptider er enten komplementeere til klassiske transmittere og modulerer handlingene deres,
eller de kan spille en annen rolle i nervesystemets funksjon, som f.eks. a utgve trofiske
handlinger (16). Det vil si at de kan pavirke vekst, funksjon eller ernaring av endokrine
celler. Forskning viser i gkende grad en indikasjon om at peptider kan ha trofisk effekt og
spille en rolle under den embryonale perioden. Det vil si at visse peptider er viktig

utviklingsmessig for foster (17).

Mennesket har over 1 000 totale peptider basert pA genome homologier av nevropeptider,
peptidhormoner, cytokiner, vekstfaktorer, antimikrobielle peptider, toksiner, giftpeptider og
"antifreeze" protein (15). Funksjonen til mange av disse peptidene hos mennesket er enda
ikke avdekket. Hos Ciona intestinalis har til sammen 40 nevropeptider og peptidhormon blitt
karakterisert det siste tidret. Artens nevropeptider, peptidhormon og deres korresponderende
reseptorer har blitt identifisert ved rensning, sek i genomdatabaser, cDNA kloning og
peptidomisk deteksjon (18-23). 31 av C. intestinalis 40 nevropeptider ble benyttet i denne

studien, og presenteres i Tabell 1.
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Tabell 1. Oversikt over nevropeptider identifisert hos C. intestinalis og deres peptidsekvenser. Peptidene er
delt inn i peptider som er homologe med peptider som kan finnes hos virveldyr, og artsspesifikke peptider som

er unike for C. intestinalis. Forstavingen "t-" star for kappedyr (tunicate) og "Ci-" for Ciona.

Peptid  Peptidsekvens

Peptider homologe eller relaterte til peptider i virveldyr
t-GnRH3 pQHWSYEFMPGa
t-GnRH4 pQHWSNQLTPGa
t-GnRH5 pQHWSYEYMPGa
t-GnRH6 pQHWSKGYSPGa
t-GnRH7 pQHWSYALSPGa
t-GnRH8 pQHWSLALSPGa
Ci-GnRH-X pQHWSNWWIPGAPGYNGa
Ci-TK-I HVRHFYFLMa
Ci-TK-11 SIGDQPSIFNERASFTGLMa
Ci-VP CFFRDCSNMDWYR
Ci-CT CDGVSTCWLHEKGNSVHATAGGKQNVGFGPa
Ci-CK NYYGWMDFa
Ci-NTLP1 pQLHVPSIL
Ci-NTLP2 GMMGPSII
Ci-NTLP3 MMLGPGIL
Ci-NTLP4 FGMIPSII
Ci-NTLP5 NKLLYPSVI
Ci-NTLP6 SRHPKLYFPGIV
Ci-GALP PFRGQGGWTLNSVGYNAGLGALRKLF
Artsspesifikke peptider for C. Intestinalis
Ci-LF1 FOSLF
Ci-LF2 YPGFQGLF
Ci-LF3 HNPHLPDLF
Ci-LF4 YNSMGLF
Ci-LF5 SPGMLGLF
Ci-LF6 SDARLQGLF
Ci-LF7 YPNFQGLF
Ci-LF8 GNLHSLF
Ci-YFV1 ELVVRDPYVF
Ci-YFV2 NNQESYFV
Ci-YFV3 DDEPRSYFV
Ci-YFL1 DAARPNYYFL
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Peptider blir uttrykt i nevroner pa minst tre ulike mater. Noen peptider vil alltid finnes i hgye
niva under normale omstendigheter, og det indikerer at de er funksjonelt tilgjengelige hele
tiden. En annen type er peptider som vanligvis uttrykkes ved lave eller uoppdagelige niva.
Uttrykk av disse blir oppregulert ved visse omstendigheter, som f.eks. etter en nerveskade.
Det vil si at en spesifikk stimulering er ngdvendig for at et slikt peptid skal bli funksjonelt
relevant. Den tredje typen peptid blir uttrykt tidlig under utviklingen, ofte bare prenatalt, og
de blir deretter nedregulert postnatalt. Det er trolig en sammenheng mellom den andre og
tredje typen, da mange av peptidene uttrykt forbigdende under ontogenesen kan bli
"reaktivert” i voksenlivet. Et og samme peptid kan tilhgre alle tre av disse gruppene avhengig

av type nevron de blir uttrykt av og hvordan et nevron benytter det gitte peptidet. (16)

Nevropeptider som er kjent og identifisert i Ciona intestinalis kan deles inn i 2 grupper. Den
farste gruppen inneholder peptider som klassifiseres som homologe eller som prototyper av
tilsvarende nevropeptider i virveldyr. Den andre gruppen kan klassifiseres som artsspesifikke
nevropeptider, det vil si peptider unike for C. intestinalis. Videre blir de ulike nevropeptidene
som ble benyttet i dette prosjektet introdusert. Utredning av funksjonene og mekanismene til
nevropeptider i en modellorganisme som C. intestinalis kan gi oss informasjon om homologe

nevropeptiders tilsvarende funksjoner og mekanismer hos virveldyr.

1.2.1 Ci-GnRH

Gonadotropinfrigjgrende hormoner (GnRH) er hormonpeptider som stimulerer sekresjon av
gonadotropiner fra hypofysen. Gonadotropiner farer til syntese av steroidhormoner og
stimulerer gonadal modning i virveldyr, og spiller dermed en viktig rolle i reguleringen av
reproduktive systemer pa diverse mater (24-26). GnRH deltar i nevroendokrine, parakrine,
autokrine, nevrotransmitterende og nevromodulerende funksjoner i det sentrale og det

perifere nervesystemet (24,25).

C. intestinalis har to GnRH gen, Ci-gnrh-1 og -2. Disse to genene koder tre ulike GhnRH
peptidsekvenser hver. t-GnRH-3, -5 og -6 blir uttrykt fra Ci-gnrh-1, mens t-GnRH-4, -7 og -8
blir uttrykt fra Ci-gnrh-2 (27). I tillegg er et annet artsspesifikt GnRH peptid kalt Ci-GnRH-X
blitt identifisert i det nevrale komplekset hos C. intestinalis (28,29). Ci-GnRH-X blir uttrykt i
genet kalt t-gnrh-X som en enkelt kopi i det sentrale nervesystemet (28,29).
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C. intestinalis har fire reseptorer for GnRH, Ci-GnRHR-1, -2, -3 og -4 (23,30,31). Disse
reseptorene har ca. 30 % identitet til menneskelig Type | GnRHR, og Ci-GnRHR-1 er 70 %,
38 % o0g 36 % like til respektivt Ci-GnRHR-2, -3 og -4 (31).

GnRH-reseptorer (GnRHR) induserer gkning av intracelluleert kalsium i virveldyr (24—
26,28,29). Intracellulaer kalsium blir bare observert ved binding av nevromodulatoren t-
GnRH-6 til reseptoren Ci-GnRHR-1 hos C. intestinalis (30). Ci-GnRH-X har en moderat (10-
50 %) inhibering pa gkning av intracellular kalsium og cAMP produksjon ved t-GnRH-6
binding til Ci-GnRHR-1 og cCAMP generering ved t-GnRH-3 og -5 binding til Ci-GnRHR-3,
mens Ci-GnRHR-2 ikke ble pavirket (28). Et slik inhiberende peptid av typen GnRH har ikke
blitt oppdaget hos noen andre arter (28). Disse funnene indikerer at bade GnRH-peptidene og
GnRH-reseptorene har utviklet seg sammen gjennom komplekse og evolusjonere signalveier
(23).

Ci-GnRH spiller en rolle i andre funksjoner hos C. intestinalis enn hos virveldyr, da C.
intestinalis verken har hypofyse eller gonadotropiner. Det er kjent at t-GnRH-3 og -5 gker
aktivitet relatert til gyting i voksne individer (27). I larver er det kjent at GnRH-3 og -5
inhiberer modning av organer ved a nedregulere cellesyklus og haleabsorbsjon, noe som

videre utsetter metamorfose i larven (32).

1.2.2 Ci-CT

Kalsitonin (CT) er et hormon som blir frigjort fra skjoldbruskkjertelen i virveldyr, og spiller
en viktig rolle i metabolismen av kalsium ved a inhibere aktiviteten til osteoklaster i bein
(19). CT i virveldyr bestar av 32 aminosyrer og er kjennetegnet ved & ha et amidert prolin i
C-terminal ende og en sirkulaer struktur dannet av en disulfid bro i N-terminal enden. C.
intestinalis CT (Ci-CT) har tilsvarende egenskaper i N-terminal- og C-terminalendene som

CT funnet hos virveldyr.

CT-relaterte peptider blitt funnet i virvellgse dyr slik som C. intestinalis, til tross for at de
ikke har beinvev. Ci-CT har blitt klonet fra nervekomplekset til voksne C. intestinalis (33).
Ci-CT genet genererer ingen splicing variant og koder bare for en Ci-CT sekvens (33). Genet
blir uttrykt i endostyl (del av gjellene) og nevronal kjertel, noe som indikerer at Ci-CT

fungerer som en hormonell faktor hos arten (33). Nervekjertelen er ikke et nerveorgan, men
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et svampaktig legeme funnet ventralt for cerebrale ganglion. Interaksjon mellom Ci-CT og
deres korresponderende endogene reseptor Ci-CTR har enda ikke blitt observert, og ingen av
Ci-CTs fysiologiske funksjoner har blitt belyst enda (20).

1.2.3Ci-TK

Tachykininer (TK) er hjerne- og tarmpeptider som er involvert i en rekke biologiske
funksjoner hos virveldyr, som f.eks. glatt muskelkontraksjon, vasodilatasjon,
inflammasjonsprosesser og nevrodegenerasjon (26,34). | virveldyr binder tachykininer seg til
G-protein koblete reseptorer (GPCR), som induserer gkning i intracelluleert kalsium og
CAMP produksjon (32).

To tachykininer har blitt isolert fra det nevrale komplekset til C. intestinalis (21,35). Disse
artsspesifikke tachykininene blir kalt Ci-TK-I og Ci-TK-II, og uttrykkes fra samme ekson i
samme forlgpergen. Ci-TK peptidene kan indusere sammentrekning av glatt muskulatur i
pattedyr, slik som virveldyrs tachykininer. | tillegg har et studie vist at Ci-TK-I induserer gkt
intracelluleer kalsium ved binding til Ci-TKR (35). Ci-TKR er den eneste reseptoren for Ci-
TK i C. intestinalis, og viser 30-43 % likhet i sekvens til TK-reseptorer funnet i virveldyr
(19,23,34,35). Ci-TKR genet er funksjonelt i hjernen, tarmen og i eggstokken til C.
intestinalis (35)S. Det er vist at Ci-TK-1 fremmer vekst av follikler i eggceller som er relatert
til dannelse av eggeplommen (22,36). Det er ukjent om gitt funksjon er bevart i virveldyr.
(19,23)

1.2.4 Ci-VP

Vasopressin (VP) er et oligopeptid som tradisjonelt er bygd opp av 9 aminosyrer. Peptidet har
blitt identifisert i et bredt spekter av dyrearter, fra pattedyr til protostomier (37-42,29,43,23).
VP spiller en sentral rolle i osmoregulering, kontroll av blodtrykk og anti-diuretisk effekt
(35-40,28,41,22). VP er ogsa involvert i mekanismer i samband med laering, sosial adferd,

angst og autisme (44).

Vasopressinet Ci-VP er blitt identifisert hos C. intestinalis. Fordelingen av Ci-VP indikerer at
nevropeptidet har en rekke funksjoner og blir overfart fra cerebral ganglion til perifere
malvev, hvor de utgver fysiologiske funksjoner (20). C. intestinalis har én reseptor for Ci-VP,

Ci-VPR, og aminosyresekvensen til reseptoren har mellom 35-56 % likhet med
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vasopressinreseptorene som finnes hos virveldyr og proteostomier. Reseptoren uttrykkes i
fordeyelsessystemet, det nevrale kompleks, endostyl og i gonadene, noe som antyder at
peptidets biologiske roller er svaert mangfoldig. Ci-VP induserer mobilisering av
intracelluleert kalsium ved binding til Ci-VPR. (23,39)

1.2.5 Ci-GALP

Galanin og galanin-lignende peptid (GALP) er to nevropeptid som har en rekke biologiske
funksjoner hos virveldyr (45). Kawada et al. har detektert et artsspesifikt peptid hos C.
intestinalis ved peptidomisk analyse (21). Peptidet har blitt kalt Ci-GALP, og omtales som et
hybrid mellom galanin og GALP funnet i virveldyr (se Tabell 2).

Tabell 2. Sammenligning av aminosyresekvensen til galanin, GALP og Ci-GALP. Konsensus sekvens mellom
galanin og GALP hos mennesker er understreket. Stjerner indikerer konsensus aminosyrer mellom GALP og Ci-

GALP. C-terminal amidering hos galanin er markert med bokstaven a. (21)

Peptid Sekvens

Galanin (Homo sapiens) GWTLNSAGYLLGP HAVGNHRSFSDKNGLTSa

GALP (Homo sapiens) PAHRGRG GWTLNSAGYLLGP VLHLPQMGDQDGKRETALEILDLWKAIDGLPYSHPPQPS
Ci-GALP PFRGQG GWTLNSVGYNAGL LGALRKLFE

%k %k * * 3k 3k % %k %k %k %k %k %

Ci-GALP er det farste GALP-peptidet som er karakterisert hos et virvellgst dyr. Hos C.
intestinalis uttrykkes peptidet i det nevrale kompleks, men det blir i tillegg ogsa funnet i

fordgyelseskanalen.

1.2.6 Ci-LF og Ci-YFV/L

C. intestinalis har to artsspesifikke peptidfamilier kalt Ci-LF og Ci-YFV/L. Ortologer av
disse peptidene har ikke blitt funnet i noen andre arter, og har konservert en konsensus
sekvens fra et felles Ci-LF forlgpergen. Tilsvarende blir Ci-YFV-1 til -3 og Ci-YFL-1 uttrykt
fra et annet felles forlgpergen. Ci-LF og Ci-YFV/L blir uttrykt fra respektive gener i nevroner
i C. intestinalis nevrale kompleks (21). For tiden utfgres det forskning for & kartlegge deres

biologiske funksjoner og tilhgrende reseptorer. (23)
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1.2.7 Ci-NTLP

Neurotensin (NT) er et peptid som er involvert i fysiologiske funksjoner i SNS, PNS og i det
gastrointestinale systemet i pattedyr. Vasodilatasjon er en kjent effekt av peptidet, samt at det
viser smertelindrende effekter i PNS. NT stimulerer ogsa hormonfrigjaring fra
adenohypofysen. (46,47)

Neurotensin-lignende peptid (Ci-NTLP) er en familie peptider som har blitt detektert hos
arten C. intestinalis i en studie utfgrt av Kawada et al. (21). Til sammen har 6 peptider som
tilhgrer denne familien blitt identifisert, og de har blitt navngitt Ci-NTLP-1 til Ci-NTLP-6.
Studien viste ogsa at Ci-NTLP-1 til -4 blir uttrykt fra forlgpergenet Ci-nt-A, mens Ci-NTLP-5
0g -6 uttrykkes fra Ci-nt-B. Ci-NTLP sine sekvenser minner om C-terminal konsensus
sekvensen til NT og deres relaterte peptider funnet hos virveldyr. Gitt C-terminal konsensus
sekvens er avgjerende for binding av NT peptidfamilien til deres korresponderende reseptorer
(47,48). (21)

1.2.8 Head Activator

Head Activator (HA) er et nevropeptid som spiller en viktig rolle i proliferering og
bestemmelse av differensiering av stamceller i nesledyrene Chlorohydra viridissima og
Nematostella Vectensis. Stamceller kan enten fortsette med normale cellesykluser, eller
differensiere seg til nye typer celler. Lave konsentrasjoner av HA promoterer fortsettelse av
normal cellesyklus, mens hgye konsentrasjoner promoterer differensiering. Nevropeptid
induserer intracellulaere responser via aktivering av cCAMP gjennom en GPRC. Reseptoren for
genet til HA har en menneskelig homolog kallet SORLL, og det er interessant & merke at

mutasjoner i dette genet har blitt knyttet til Alzheimers sykdom. (49,50)

Mange av nevropeptidene og nevromodulatorene som ble introdusert tidligere vil antagelig
kunne pavirke nerveaktiviteten til C. intestinalis. Ved a avbilde nerveceller i C. intestinalis
etter eksogen applikasjon av nevropeptider kan man direkte undersgke om disse har en
merkbar effekt pa aktiviteten i nervecellene. Larver som uttrykker CaMPARI i nerveceller
kan avbildes ved hjelp av et konfokalt mikroskop, for & undersgke om det skijer en

fargekonvertering fra grenn til rad far og etter straling med 405 nm lys.

17



1.3.1 CaMPARI

Kalsium-modulert fotoaktiverbar radiometrisk integrator (CaMPARI) er et konstruert
fluorescensprotein som kan skifte farge fra grgnn til rad. Fargeendringen er avhengig av at
proteinet er utsatt for forhgyede kalsiumverdier samtidig som det eksponeres for lys, og

endringen er irreversibel. En skjematisk illustrasjon av CaMPARI kan ses i Figur 4.

Figur 4. Skjematisk tegning av CaMPARI. CaMPARI, en kalsium-modulert fotoaktiverbart ratiometrisk
integrator, er et sirkulaer permuert fluoreserende protein med kalsium sensordomener som gjennomgar grgnn-

til-rad fotokonvertering dersom det blir eksponert for ~400 nm lys ved tilstedeveerelse av hgy Ca?*(51).

Fargeendringen fra grann til rad gjar det mulig a visualisere aktive nevrale populasjoner pa
enkeltcelle- og subsekundsopplasning (52). CaMPARIs rgd/grgnn ratio kan indikere
aktivitetsnivaet til nevronene som fglge av at den er en ratiometrisk integrator, og kan dermed
korrigere for forskjeller i uttrykkingsniva. Med andre ord indikerer integratoren om det skjer
en gkning i influx av kalsium. @kning av intracellulert kalsium skjer ved gkning i nevronal
aktivitet. Hjernefunksjoner er avhengige av mgnstre av synaptiske input og avfyringer av
aksjonspotensialer, som kommer i falge med flyktige endringer i konsentrasjonen av fritt
intracelluler kalsium ([Ca®*]) (53,54).

CaMPARI fungerer ogsa som en negativ fluorescensindikator, da den kan rapportere
gyeblikkelig kalsiuminflux om det skjer en reduksjon i fluorescensintensiteten i bade det

ukonvertert granne stadiet og det konverterte rede stadiet. (51)
Det finnes per dags dato (2021) to versjoner av CaMPARI, CaMPARI1 og CaMPARI2.

Forstegenerasjonen CaMPARI1 har flere feilkilder knyttet til fargeendringer i bakgrunnen
ved lav kalsiumkonsentrasjon, treg kinetikk og lavere fluorescens i etterkant av kjemisk
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fiksering. CaMPARI2 er andregenerasjon og har sterkere grgnn og rad fluorescens, raskere
kalsiumkinetikk, samt en minskning av de fargeendringer i bakgrunnen en kan se ved lave
kalsiumnivaer. CaMPARI2 har gkt fargekontrast mellom grenn og red slik at det blir lettere &
skille mellom kalsiumbundne og kalsiumfrie tilstander. Frekvensen av kalsiumavbindinger er
ogsa hgyere for CaMPARI2 kontra 1. Siden det eksisterer flere typer celler med ulike
kalsiumkonsentrasjoner har det blitt laget en rekke affinitetsvarianter for a kunne

imgtekomme hver celletypes krav. (52)

1.3.2 Elektroporering

Elektroporering er en form for transfeksjon som ble anvendt i dette prosjektet for a
introdusere DNA som uttrykker CaMPARI2 inn i genomet til manuelt befruktede embryoer
av arten C. intestinalis. Metoden er et mektig verktgy som kan brukes pa hundrevis av artens

embryoer samtidig (9,55).

Ved elektroporering blir en lgsning som inneholder plasmid DNA blandet sammen med
embryoer i en-celle stadiet. Blandingen blir deretter pipettert opp i en elektroporeringskyvette
som utsettes for elektrisk strem. Elektriske impulser benyttes for & midlertidig gjere
cellemembranen til den eukaryote cellen permeabel for DNA. Metoden revolusjonerte
studiene pa embryogenesen til C. intestinalis siden tusenvis av synkroniserte, transgene
embryoer kunne bli genererte ved & klikke pa en knapp. | dag brukes metoden i laboratorium
over hele verden (56). (57)

1.3.3 Konfokal mikroskopi
Konfokal mikroskopi gjar det mulig a visualisere nerveaktivitet hos klekte C. intestinalis
larver fra elektroporerte embryo, som har fatt CaMPARI introdusert inn i sitt genom. En

skisse av oppbyggingen til et konfokalt mikroskop blir vist i Figur 5.
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Figur 5. Komponenter i et konfokalt mikroskop. A. Lys fra laser passerer gjennom linseoptikk som gjer at alle
lysstraler som passerer igjennom blir parallelle. Videre treffer laserlyset et dikromatisk speil som reflekterer det
mot objektivlinsen. Objektivlinsen vil fokusere lyset pa ett punkt i prgven. "Scanning mirror" beveger
laserstralen far den treffer objektivlinsen, slik at lyset vil treffe alt innenfor et synsfelt, punkt for punkt. Emittert
fluoriserende lys fra prgven passerer gjennom objektivlinsen, det dikromatiske speilet og treffer detektoren. B.

Illustrasjonen viser hvordan “scanning mirror" beveger seg for at lyset skal treffe alle punkt i et synsfelt. (58)

Bruk av konfokal mikroskopi er fordelaktig over bruk av fluorescensmikroskopi. |
fluorescensmikroskopi vil alle fargemoleky!l innenfor et synsfelt som blir stimulert til & sende
ut lys bli plukket opp av detektoren, inkludert de som er utenfor fokus. Dette vil skape
uskarpe bilder. Konfokale mikroskops oppbygning gjer at den kan avvise lys som er ute av
fokus, og dermed oppna skarpe bilder. Konfokale mikroskoper kan utfare optisk
seksjonering, det vil si ta bilder av hay opplasning gjennom tykke snitt. Sammensetting av
snitt med hgy opplasning tillater for danning av tredimensjonale rekonstruksjoner av snitt og
vev. (58)

Prinsippet for oppbyggingen til et konfokalt mikroskop er bruk av belysning og deteksjon
som er fokusert pa et enkelt plan. Dette planet kan beveges gjennom snittets vertikale akse for
a bygge et komplett bilde pa detektoren. Hele omradet innenfor et synsfelt i mikroskopet vil
bli belyst, men alt lys utenfor det enkelte fokusplanet vil bli avvist. Dette blir oppnadd ved
hjelp av at lyset passerer gjennom et lite nalehull, kalt et ‘pinhole’, for det treffer detektoren.

Prinsippet for ‘pinhole’ er illustrert i Figur 6. (58)
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Figur 6. Illustrasjon som viser hvordan et pinhull avviser lys som er ute av fokus. Lysstralene er illustrert som
rade linjer. Lysstraler som er ute av fokus er illustrert som rosa. Eksempel a) viser en detektor uten pinhull.
Detektoren vil plukke opp lysstraler som er bade i og ute av fokus. | eksempel b) er det introdusert et pinhull.

Nalehullet blokkerer nesten alt av lys som er ute av fokus. (59)

Den kritiske fylogenetiske posisjonen til sekkdyret (Ascidiacea) Ciona intestinalis, som
virveldyrs neermeste slektning, gjer den til en god kandidat som modellorganisme for en
rekke biologiske begivenheter (23). Blant disse biologiske begivenhetene kan
nerveregulering, nevroendokrin og endokrin regulering inkluderes. Det nevronale nettverket
til C. intestinalis har blitt verifisert i deres utviklende og voksne stadie, men artens
nevrovitenskap har enda ikke blitt szrlig utforsket (60,61,23). Dette prosjektet gnsker a
undersgke om 31 av C. intestinalis sine 40 identifiserte nevropeptider medfarer endringer i
artens bevegelsesmgnster. Brown og Bivort sier at bevegelse er det ultimate utlgpet for
nervesystemet til dyr (62). Ved a spore og analysere om det skjer endringer i
bevegelsesmansteret kan man dermed studere det underliggende nervesystemet, som er av
interesse. Det er i tillegg gnskelig & undersgke om eksogen tilsetning av nevropeptider vil
indusere gkning eller minking i fraksjonen larver som svgmmer og som har startet sin

metamorfose i petriskaler.
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2. Metode

De biologiske materialene som ble anvendt i dette bachelorprosjektet er larver og voksne
individ av arten Ciona intestinalis. Arten er som kjent et virvellgst dyr under rekken
kappedyr. Det medfarer at de er unntatt fra de strenge etiske betraktningene som finnes i

henhold til forskning utfart pa virveldyr.

Alle dyr benyttet i eksperimentell del av dette prosjektet ble behandlet med varsomhet og
respekt. For & unnga at dyrene skulle fale noen form for stress ble hvert individ bare brukt en
gang for gyting eller disseksjon. I tillegg ber det nevnes at C. intestinalis ikke evner & kjenne

smerte. Alle metoder ble utfart i samsvar med bioingenigrers yrkesetiske retningslinjer.

VVoksne tarmsekkdyr ble lokalt samlet inn ved Bildgy Marina i Dgsjevika, omtrent 15
minutter fra Bergen sentrum. Forskningsinstitusjonens laboratorium hadde egnede
oppbevaringstanker med filtrerende sjgvann. Dyrene ble oppbevart ved 14 °C og matet med
plankton. Kunstig tillaget sjgvann (ASW) er benyttet i alle metoder for dette prosjektet. Det
kunstige sjgvannet hadde en salinitet pa ca. 35 % og pH mellom 8,0 - 8,8.

Nevropeptidene kom enten i pulver- eller vaeskeform i beholdere med volum pa 2 mL.
Oversikt over alle nevropeptider som ble benyttet i dette prosjektet er presentert i Tabell 1.
Peptidenes molekylarvekt (Da) og vekt (mg) var oppgitt pa beholderen. Produsenten av

peptidene var det nederlandske firmaet GenScript.

Det var gnskelig a lage en 10 mL lgsning som inneholdt en type nevropeptid med en
konsentrasjon pa 50 pM. Det ble farst tillaget stamlgsninger med en konsentrasjon pa 50
mM. For & lage disse ble mengden diluent som skulle tilsettes pulveret beregnet og tilsatt.
Stamlgsningene ble videre fortynnet med kunstig sjgvann for a danne gnsket konsentrasjon
pa 50 uM. Peptidene hadde varierende lgselighet, avhengig av forholdet mellom hydrofile og
hydrofobe aminosyrer. Peptider med darlig vannlgselighet ble lgst ved hjelp av det organiske
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Igsningsmiddelet dimetylsulfoksid. LF-1s hydropati, som gir et mal pa en aminosyres

hydrofobe egenskap, blir vist som eksempel i Figur 7.

Hydropathy Hopp & Woods
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Bottom is hydrophobic
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Figur 7. Vannlgselighet for nevropeptidet Ci-LF1. (63)

Alle isoformer av nevropeptidet Ci-LF har et terminalt fenylalanin (Phe), noe som gjar at alle
peptider i denne gruppen er hydrofobe og ulgselige i vann. Dimetylsulfoksid ble derfor

benyttet som diluent for alle isoformer av Ci-LF.

"Scrambled peptide™ levert av produsenten GenScript ble brukt som negativ kontroll i dette
prosjektet. Peptider bestar som kjent av en serie av aminosyrer i en bestemt sekvens. Et
"scrambled peptide" er et peptid som er blitt dannet med randomisert rekkefalge pa sine
aminosyrer. Siden aminosyrerekkefglgen er blandet, medferer det at tilsetning av lgsning som
inneholder slike peptider i eksperimentelle forsgk ikke vil fgre til noen endringer eller
modulering hos C. intestinalis. De aktiverer altsa ikke noen av artens reseptorer. Negativ
kontroll ble tillaget med en konsentrasjon pa 50 mM, altsa samme konsentrasjon som de

andre peptidlgsningene.

Undersgkelse av settlement ble utfert for a finne ut om tilsetning av 31 ulike nevropeptider til
petriskaler ville pavirke larvers metamorfose. Hensikten med metoden var med andre ord &
observere om addering av nevropeptid til vannet ville fare til at flere eller feerre larver festet
seg til bunnen av skalen for & starte sin radikale transformasjon. 30-100 larver ble plassert i
sma petriskaler med en diameter pa 35 mm og hgyde pa 10 mm (Sarstedt). For hvert peptid
ble minst 20 skaler talt. Skalene ble fylt opp til de var % fulle med ASW etter at larvene var

tilsatt. 50 pL nevropeptidlgsning ble sa addert i sjgvannet for & undersgke om de ville ha en
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eksogen virkning pa larvene. Det ble ogsa tillaget kontrollskaler hvor "scrambled peptide™ ble

benyttet som negativ kontroll. Skalene ble inkubert ved 14 °C over natt.

Neste dag ble antall svsmmende larver og antall larver som hadde pabegynt metamorfose talt
med en manuell handteller. For & illustrere forholdet mellom svemmende og metamorfiske
larver ble data fert inn i Excel, og overfart til programmet GraphPad for & danne fiolinplott.
Det ble utfgrt Kruskal-Wallis test for & bestemme om det var statistisk signifikante forskjeller

mellom medianverdi for negativ kontroll og medianverdi for de ulike nevropeptidene.

2.5 Tillaging av arenaer

Arenaer ble benyttet til forsgk der bevegelsesmansteret til larver ble tracket i det horisontale
trackingoppsettet. For & unnga krysskontaminering ble det stapt nye arenaer for hvert
nevropeptid. Arenaene ble stapt med en agaroselgsning som hadde en konsentrasjon pa 0,7
%. Agaroselgsningen ble laget ved & blande 150 mL kunstig sjgvann (ASW) med 1,05 g
agarosepulver i en 250 mL reagensflaske av glass med skrukork. Blandingen ble oppvarmet i

mikrobglgeovn i ca. 5 minutter til pulveret var fullstendig opplest. Ti 3D-printede

stepeformer til arenaer var til radighet (se Figur 8).

Figur 8. Stgpeform og arena som ble benyttet til horisontal tracking av larvers bevegelsesmgnster. Arenaene

ble stapt i en agaroselgsning med konsentrasjon pa 0,7 % i petriskaler.

Stepeformene ble skylt og renset i dH20 far bruk. Tillaget agaroselgsning ble overfart til
petriskaler med diameter pa 35 mm. Petriskalene ble plassert pa en plate avkjglt med kaldt
rennende vann, for agaroselgsningen ble tilsatt. Stapeformene ble festet til petriskalenes kant
innen Igsningen stivnet, og ble fjernet etter omtrent 30 minutter. De ferdig stepte arenaene ble
deretter hydrert med ASW i 30 min for bruk. Hydrerte arenaer ble oppbevart i inkubatorskap
med en gjennomsnittstemperatur pa 14 °C.
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Ansatte ved Sars senteret har de seneste arene
utviklet en moduleer maskinvare for a kunne
tracke det horisontale bevegelsesmgnsteret hos
larver. Oppsettet bestar av modulere trackere
med en dedikert programvare som handterer
filming av video, metadata annotering og en
robust datastruktur som gjar det overkommelig &
handtere store prosjekter. Systemet benyttet til a
filme larvenes bevegelsesmanster ble startet opp
ved a apne Spyder (IDE for Python 3.6) pa en
stasjonaer PC som var koblet til oppsettet. Tre
konsoller (en for hvert kamera) ble opprettet i

programmet, se Figur 9.
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Figur 9. Konsoll som ble benyttet for a velge riktig

innstilling for videoopptak av larvene.

| konsollen ble hvert kamera koblet til, samt en seriekobling til oppsettet. For optimal

videokvalitet ble eksponering pa 0,00390625, "brightness" pa 0, gamma pa 1 og IR pa 40

valgt i konsollens innstillinger. 2 videoer med "framerate" pa 30 fps ble filmet av hver larve i

hver runde ved a sette i gang LazyMode, der hver video hadde en varighet pa 15 minutter.

Det vil si at en runde bestod av 2x15 minutters videoer. Nyklekte og aktive larver i

petriskaler fylt med ASW ble pipettert opp i glasspipette med ballong i lysmikroskop (Nikon

SMZ645), og plassert i hver sin arena. Hver arena ble fglgelig tilsatt nevropeptidlgsning i

forholdet 1 del ASW til 1 del nevropeptidlgsning for & undersgke deres eksogene virkning pa

larvene. Oppsettet er bestaende av 3 kamera, og det var derfor mulig a filme 3 larver i 2x15

min i hver runde.

Alle innsamlede videoer ble analysert ved & bruke programmet ToxTrac (versjon 2.91). Dette

er en gratis programvare for Windows som kan benyttes for a tracke (spore) organismer.

Analyse gav blant annet resultater i form av en Excel-fil som ble brukt for & vurdere

bevegelsesmansteret til organismen. Etter analyse i ToxTrac, trengte videoene videre analyse

i en egen programvare utviklet av Sars senterets ansatte for analyse av bevegelse.
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2.7 Ekstrahering av eggceller og saedceller

For a utfgre manuell befruktning ble egg- og spermceller fra =~

voksne individer av C. intestinalis ekstrahert. Zygoter ble ‘
tillaget ved fertilisering in vitro og elektroporert for a skape
larver med gnsket DNA introdusert i genomet. En liten
saks, to typer pinsetter (for a perforere egg- og sedkanal),
samt lang og kort glasspipette med ballong ble benyttet i
denne sammenhengen. Den atriale sifonen til dyret ble farst
lokalisert, siden dette er et egnet startsted for dissekering.
Det ytterste laget fra sifonens &pning til den andre enden av
dyret ble klippet opp. Flere lag ble gjerne klippet gjennom

for & lettere komme til gametenes kanaler. Dyrets egg- og

sedkanal ble slik synlig og eksponert, som vist i Figur 10.

Figur 10. Tarmsekkdyr har et tykt ytre

lag som klippes opp for & fa eksponert
Starre pinsett ble anvendt for & danne et lite hull i egg- egg- og sedkanal ved disseksjon i

kanalen. Deretter ble eggene varsomt sugd opp ved hjelp av ~ forkantav kunstig befruktning.

en glasspipette med lang spiss. Etter & ha ekstrahert eggene, ble de pipettert ned i et Falcon-
rar (VWR®) fylt med ASW. Rar med eggceller ble avkjglt staende i kaldt rennende vann.
Mindre pinsett ble sa brukt til & perforere et hull i seedkanalen litt lenger opp pa dyret.
Glasspipette med kort spiss ble brukt til & samle opp sperm, som deretter ble plassert i et

eppendorfrgr (Sarstedt) og merket med dato. Seedceller ble oppbevart i kjgleskap etter bruk.

2.8 Fertilisering og elektroporering

Elektroporering ble utfart for a sette inn gnsket plasmid-DNA i zygoter av arten Ciona
intestinalis. Ekstraherte egg- og sedceller ble manuelt befruktet for a lage zygoter som skulle
elektroporeres. | dette prosjektet ble DNA av typen PC2>CaMPARI introdusert inn i

embryoene ved hjelp av denne metoden.

En natriummiks ble tillaget ved & male opp 10 mL NaTio (Merck) i et Falcon-rer og tilsette
10 draper 1 M NaOH. Natriummiksen ble holdt avkjglt i rennende kaldt vann. Natrium
Tioglykolat (NaTio) ble laget ved a tilsette 50 mL ASW til et rgr som inneholdt 0,4 g av
stoffet i pulverform, fgr en adderte omtrent 100 pL 2,5 % pronase (Merck) til lgsningen. Etter

bruk ble NaTio oppbevart lysbeskyttet i kjgleskap.
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DNA for PC2>CaMPARI ble preparert i et eppendorfrar ved a tilsette DNA-Igsning og
destillert vann til et totalvolum pa 100 pL. Mengde DNA Igsning som skulle adderes ble
bestemt utfra konsentrasjon malt ved spektrofotometrisk maling. Deretter ble 400 pL
mannitol pipettert i samme rar, slik at det til sammen ble et totalvolum pa 500 pL. Lasningen
ble sa plassert i 14 °C inkubator sammen med en elektroporeringskyvette med 4 mm avstand
mellom elektrodene (Molecular BioProducts) og en 2 mL mikrotube (VWR®), begge hydrert
med ASW. Et eppendorfrar med 50 pL Tris, pH 9.5 ble ogsa avkjglt i inkubatoren far bruk.

De ekstraherte eggcellene ble pipettert opp fra Falcon-rar tilsatt ASW over til raret som
inneholdt natriummiksen. Rgret med egg og natriummiksen lagt pa en rister i ca. 10 min for a
dechorionisere eggene. NaTio ble fjernet fra raret, eggene ble sa vasket tre ganger med ASW.
Deretter ble eggene overfart til en mindre petriskal. Urenheter og membranrester ble vasket

vekk tre ganger med ASW i lysmikroskop.

For fertilisering ble saedceller aktivert. Aktiveringen ble utfert ved at avkjglt 50 pL Tris ble
hentet fra inkubatorskap, og tilsatt 950 uL. ASW og 15 pL sperm. 50pL av blandingen med
aktivert sperm ble tilsatt eggenes petriskal. Eggene ble observert i mikroskopet frem til alle
eggene begynte a spinne i sirkel etter ca. 8 minutter, da dette var ensbetydende med at
fertiliseringen var vellykket. Dersom spinning ikke kunne observeres ble mer aktivert sperm
tilsatt. Overflgdig sperm ble deretter vasket vekk i mikroskopet med ASW. Befruktede egg
ble varsomt overfart til hydrert 2mL mikrotube og tilsatt DNA. Lasningen ble deretter

overfart fra mikrotuben til hydrert elektroporeringskyvette.

Elektroporeringen utfares ved hjelp av instrumentet GenePulser Xcell™ med CE Module og
ShockPod ™ kyvettekammer (Bio-Rad). Instrumentet ble innstilt pa 50 V, 1000 i kapasitet
(C), uendelig motstand (R) og 4 mm avstand mellom elektrodene. Elektroporeringskyvetten
ble plassert i instrumentets kyvettekammer og gitt elektrisk puls. Den elektroporerte
Igsningen ble overfart til en petriskal. Eksploderte egg og urenheter ble vasket vekk i
mikroskopet med ASW. 50 pL av antibiotikumet streptomycin ble pipettert i petriskalen.
Zygotene ble plassert i inkubatorskap (14 °C). Etter 36 timer ble larvene klekt og kunne

mikroskoperes i et laserskannende konfokalt mikroskop.
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Det konfokale mikroskopet Olympus F\V3000 ble brukt til & visualisere nervesystemet til C.
intestinalis ved hjelp av CaMPARI2. 35 mm petriskaler med dekkglass og glassoptikk i
bunnen (MatTek®) ble benyttet.

Petriskalenes omrade for glassoptikk ble tilsatt 5-10 elektroporerte larver som uttrykker
CaMPARI-transgenet. Dette omradet ble sa fylt opp med 1 del ASW og 1 del agarosegel som
hadde lavt smeltepunkt. Petriskalen ble satt pa kuldeplate i omtrent 3 minutter til lgsningen
stivnet, slik at dyret 1a i ro under mikroskopering. Da agarosen hadde stivnet ble skalen
plassert pa mikroskopet og resterende del av bunn fylt med 1 del ASW og 1 del gnsket

peptidlgsning eller kontroll. Minst 10 larver ble avbildet for negativ kontroll og hvert peptid.

Konfokalt mikroskop og lasere med bglgelengde 405 nm, 488 nm og 561 nm ble slatt pa,
samt sammenkoblet PC med programvare. Ved mikroskopering ble individene farst lokalisert
i petriskalen ved 10x forstarrelse, og hvert individs posisjon ble lagret. Mikroskopets
programvare ble satt til forhandslagrede innstillinger som gjaldt for CaMPARI. Innstillingen
for CaMPARI besto av fire sakalte laserkanaler, hvorav kanal 1 var UV-kanal, kanal 2 grent
lys (EGFP), kanal 3 radt lys (Kaede-red) og kanal 4 hvitt lys. Kanalene var delt inn i to
grupper, gruppe 1 besto av kanal 2 (grent lys) og 4 (hvitt lys), gruppe 2 besto derfor av kanal
1 (UV-lys) og kanal 3 (redt lys). For a kunne avbilde hvert individ, ble okularene ferst satt til
posisjon for individ og fokus funnet ved 20x forstarrelse. Resten av analysen ble gjort pa

datamaskin ved hjelp av mikroskopets programvare.

Da individet var i fokus ble vinkelen rotert slik at larvens hode 1a vannrett. Bildet ble loddrett
beskjeert slik at det ikke ble ungdvendig tomrom med i LSM avbildningen (Laser scanning
microscopy). Videre ble startposisjon gverst pa dyrets hode og stopposisjon nederst pa dyrets
hode ble valgt for a angi antall stacks eller skiver mikroskopet skal avbilde. Disse skivene

kan etter gjennomfart avbildning settes oppa hverandre for & danne en 3D-modell av dyret.
Den farste avbildningen, pre straling, ble foretatt i gruppe 1 (kanal 2 og 4). Da pre var

foretatt, byttet en til gruppe 2 og bestralte larven i 20 sekunder med UV-laseren (405 nm) pa
30 %. Videre ble dyret igjen avbildet, post straling. Ved avbildning for post var det derfor
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kun kanal for rgdt lys (3) som bestralte dyret. Slik ble det dannet en tredimensjonal

rekonstruksjon av hver larve og deres nevronale aktivitet far og etter UV-bestraling.

Forholdet mellom grent og radt signal ble undersgkt ved hjelp av programvaren Fiji (ImageJ)
for bildeanalyse. Alle lag fra nederst til gverst i dyret ble her satt sammen til ett bilde kalt en
stack med maksimal intensitet i programmet. Omrader med signal i prgven, ROI, ble manuelt
markert. Lysintensitet for radt og grent lys ble slik funnet for avbildningene for bade pre og
post UV-bestraling. Lysintensitetene kom ut i en tabell som tall som ble satt inn i Excel, hvor
formler for ratio og delta ble benyttet til & beregne forholdet mellom lysintensitet pre og post
UV-bestraling.

Det var opprinnelig planlagt & tracke larvene til C. intestinalis i et vertikalt trackingoppsett,
som skulle kunne dokumentere larvenes bevegelsesmanster etter lysstimuli og tilsetning av
nevropeptidlgsninger pa video. Oppsettet og programvaren ble konstruert av

elektronikkstudenter fra Hagskulen pa Vestlandet under prosjektperioden.

Et starre antall larver i ASW og nevropeptidlgsning skulle bli tilsatt en kyvette og satt inn i
det lystette instrumentets kammer. Lysstimuli var en sentral del av dette forsgket og formalet
med metoden var a se om tilsetning av nevropeptid ville endre larvenes svgmmemgnster etter

lysstimuli.

Ingen presenterbare resultater ble samlet inn fra dette oppsettet, som fglge av at oppsettet
ikke ble operativt i tide. Gravitasjonsoppsettet ble testet ut for a finne optimale innstillinger.
Tilbakemeldinger pa brukervennligheten til programvaren og instrumentet under testing ble

gitt til utviklerne, og vil kunne komme til nytte videre i utviklingen mot et operativt oppsett.
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cDNA fra E. coli ble ekstrahert ved hjelp av NucleoBond® Midi kit (MACHEREY-NAGEL).

Henviser til protokoll fra produsenten av Kitet for full prosedyre (64).

For & kunne ekstrahere gnsket cDNA fra bakteriecellene ble de farst hgstet ved
sentrifugering, slik at de ble samlet i en pellet. Pelleten ble resuspendert og tilsatt
lyseringsbuffer for a lysere bakteriecellene. Lysatet sto sa i 5 minutter for det ble tilsatt

neytraliseringsbuffer. Den ngytraliserte lysatet ble sa filtrert i kolonne.

Da lysatet var ferdig filtrert og 1a nederst i kolonnen, ble et Falcon-rar plassert under
kolonnen. Kolonnen ble deretter tilsatt elueringsbuffer for a eluere DNA ut av kolonnen og
ned i Falcon-rgret. Isopropanol ble tilsatt Falcon-raret for utfelling, slik at DNAet igjen ble
konsentrert i en ny pellet. For a vaske pelleten ble den tilsatt etanol (70 %). Etter vask ble

etanolen pipettert ut. Pelleten ble sa tarket i romtemperatur.

Ekstrahert cDNA ble klargjort til bruk ved a fortynne den tarkede pelleten. For & bestemme
om forsgket var vellykket, ble det ferdige produktet testet ved hjelp av spektrofotometrisk
maling (UV).

For variansanalyse i evaluering av hvordan nevropeptider pavirker larvers metamorfose ble
innsamlede data analysert ved Kruskal-Wallis test. Kruskal-Wallis test er en ikke-parametrisk
rangsumtest som sammenligner varians i tilfeller med mer enn to datasett. | dette tilfellet ble
medianverdier for nevropeptider sammenlignet opp mot medianverdi for negativ kontroll.
Kruskal-Wallis test ble utfart ved hjelp av Excel. Alfaverdien i hypotesetesten ble satt til
0.05. Nullhypotesen ble forkastet nar p < 0.05, og forskjellen mellom et peptid og negativ

kontroll ble dermed regnet som statistisk signifikant. (65)
Det ble dannet fiolinplott for datasettene ved hjelp av programvaren GraphPad. Fiolinplott er

lik boksplott, pa den maten at den presenterer i hvilke kvartiler data ligger fordelt. Fiolinplott

viser ogsa sannsynslighetstettheten for data.
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3. Resultat

3.1 Settlement

Det ble undersgkt hvordan ulike nevropeptider pavirket larver av C. intestinalis evne til

metamorfose. Resultater fra settlement viser om addering av 31 forskjellige nevropeptider til

petriskaler med larver farer til at flere eller feerre larver fester seg til bunnen av skalen for a

starte sin radikale transformasjon.

Fordelingen mellom svemmende og metamorfiske larver for negativ kontroll (“scrambled

peptide”) og nevropeptider er visualisert i fiolinplottet i Figur 11.
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Figur 11. Andel svemmende larver etter eksogen tilsetning av nevropeptider. Ragde linjer viser medianverdier,

og grenne verdier viser gvre og nedre kvartiler. Gra sirkler viser individuelle datapunkter og representerer en

petriskal. Y-aksen viser ratio mellom svemmende larver og larver som har pabegynt metamorfose, uttrykt som

svemmende larver/(svemmende larver + larver med pabegynt metamorfose).
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Fiolinplott for ratio av svemmende larver viser at Ci-LF-3, Ci-LF-5, Head Activator (HA),
Ci-NTLP-1, Ci-YFV-3 og Ci-CT har en medianverdi som er mindre sammenlignet med

negativ kontrolls medianverdi, som ligger pa rundt 0,15. Fiolinplottet viser ogsa at spesielt
nevropeptidene Ci-NTLP-4 og t-GnRH-3 sine medianverdier er hgyere, sammenlignet med

negativ kontrolls medianverdi.

Videre ble en Kruskal-Wallis test utfart for & bestemme om det var statistisk signifikante
forskjeller mellom medianverdi for negativ kontroll og medianverdi for de ulike
nevropeptidene. Varianser ble akseptert som signifikante for p < 0.05. De nevropeptidene

som hadde en starre varians enn satt grense blir presentert i Tabell 3.

Tabell 3. Oversikt som viser effekten nevropeptider hadde pa ratio av svemmende larver etter tilsetning..

Nevropeptid Svemmende larver

Ci-LF3 Feerre {,
Ci-LF5 Feerre
HA Feerre \,
Ci-NTLP1 Feerre
Ci-NTLP4 Flere 1
t-GnRH3 Flere 1
Ci-CT Feerre |
Ci-YFV3 Feerre

Kruskal-Wallis test viste at peptidene Ci-LF-3, Ci-LF-5, HA, Ci-NTLP-1, Ci-NTLP-4, t-
GnRH-3, Ci-CT og Ci-YFV-3 var signifikant forskjellig fra kontrollverdi. Av disse hadde Ci-
NTLP-4 og t-GnRH-3 flere svgmmende larver enn negativ kontroll, mens Ci-LF-3, Ci-LF-5,
HA, Ci-NTLP-1, Ci-CT og Ci-YFV-3 hadde feerre sveammende larver enn negativ kontroll.

3.2 Horisontal tracking

For & videre undersgke hvordan nevropeptidene pavirker larvers atferd, ble det utfart tracking
av larvers bevegelse i naerveer av nevropeptider. Det ble foretatt tracking av C. intestinalis
larver tilsatt nevropeptider og negativ kontroll, for a finne eventuelle ulikheter knyttet til
svgmmehastighet, sveammedistanse og forflytning i arenaer. | lgpet av prosjektperioden ble

1260 videoer filmet i det horisontale trackingoppsettet, men det var ikke mulig a fullfgre
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analysering i tide til & legge fram resultater fra denne delen av prosjektet. Figur 12 viser noen
eksempler pa hvordan bevegelsesmgnsteret til larver sa ut etter utfert trackinganalyse i
programmet ToxTrac.

Figur 12. Eksempel pa ulike bevegelsesmgnster (gr@nne baner) funnet etter analyse av 15 minutters videoer
med 30 fps i programmet ToxTrac.

Upubliserte data fra tidligere forsgk utfart ved samme forskningsinstitusjon presenteres for a
vise hvordan nevropeptider pavirker bevegelsesmgnsteret til C. intestinalis. Forsgket ble
utfgrt av Ruya Houssein (2020), og undersgkte oksytocin- og vasopressinlignende
nevropeptiders pavirkning pa bevegelsesaktiviteten til C. intestinalis (66). Figur 13 og Figur
14 viser resultater for larver tilsatt negativ kontroll, Ci-VP, mammalsk oksytocin (m-OT) og

mammalsk vasopressin (m-VP).
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Figur 13. Farten til larver i naerveer av peptider. Tykk stiplet linje representerer medianverdi. Tynn stiplet linje
viser gvre og nedre kvartiler. A. Maksimal fart oppnadd av larver etter eksogen tilsetning av negativ kontroll,
Ci-VP, mammalsk oksytocin (m-OT) og mammalsk vasopressin (m-VP). B. Median av farten til larver etter
tilsetning av kontroll, Ci-VP, m-OT og m-VP.
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Fiolinplott A i Figur 13 viser maksimal hastighet etter tilsetning av de ulike peptidene. Det
viser seg at larvene tilsatt Ci-VP har en medianverdi som er en hgyere enn m-VPs. Nedre
kvartil er i tillegg lavere for m-VP enn for Ci-VP. @vre kvartil er omtrent ved lik linje. For
fiolinplott B i samme figur, er medianfarten for larver tilsatt Ci-VP signifikant hgyere enn for
de gvrige. Bade gvre og nedre kvartil hos Ci-VP er ved en hgyere median hastighet. Plottet

viser ogsa at Ci-VP har flere dyr i det hayere hastighetssjiktet enn m-VP.

Kruskal-Wallis test ble utfart for a avgjere om det var statistisk signifikante forskijeller
mellom Ci-VP og m-VP. Varianser ble som kjent akseptert som signifikante ved p < 0,05.
Maks hastighet for Ci-VP var 239,7 um/s, mens m-VP hadde en toppfart pa 190 um/s.
Kruskal-Wallis test gav her p=0,0446, altsa signifikant forskjell. For medianfarten var
hastigheten til Ci-VP pa 239,5 um/s og m-VP pa 190 um/s. Den statistiske testen gav
p=0,0446 for medianfarten. Bade medianfart og maksimal fart er med andre ord signifikant
ulik m-VP. Larvene som ble tilsatt Ci-VP hadde altsa en signifikant hgyere hastighet enn m-

V/P. Fiolinplott for resultater knyttet til larvers bevegelsesmgnster kan ses i Figur 14.
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Figur 14. Bevegelsesmgnsteret til larver i naerveer av peptider. Tykk stiplet linje representerer medianverdi.
Tynn stiplet linje viser gvre og nedre kvartiler. A. Maksimal lgypekompleksitet oppnadd av larver etter eksogen
tilsetning av negativ kontroll, Ci-VP, mammalsk oksytocin (m-OT) og mammalsk vasopressin (m-VP). Y-aksen
er gitt i bits. B. Median avstand larver har hatt fra sentrum (mm) etter tilsetning av negativ kontroll, Ci-VP, m-
OT og m-VP.
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Fiolinplott A i Figur 14 viser resultat knyttet til kompleksiteten i sveammelgypen hos larvene
angitt i bits. Desto mer sikksakk og/eller i sirkler de svemmer, desto sterre kompleksitet. Ci-
VP har en median, samt gvre og nedre kvartil, som er tydelig hayere enn hos m-VP.
Fiolinplott B viser resultater knyttet til forskjeller i tigmotaksisk adferd. Tigmotaktisk atferd
er et resultat av en organismes svar pa stimuli knyttet til bergring eller kontakt. Organismer
med positiv tigmotaktisk atferd vil sgke kontakt med andre objekter, mens de ved negativ
tigmotaktisk atferd vil unnga kontakt. Arenaens brgnn har en diameter pa 10 mm. Brgnnen
der larven svemmer har en indre sirkel i sentrum med en radius pa 3,55 mm, som defineres

som non-tigmotaktisk omrade. Arealet pa utsiden av sirkelen er tigmotaktisk omrade. (67)

Fiolinplott B i Figur 14 presenterer median avstand larver har oppholdt seg fra sentrum i

mm. Dette estimeres ved a fastsla tiden dyret oppholder seg langs veggene (tigmotaktisk
omrade) kontra i sentrum av arenaen (non-tigmotaktisk omrade). Medianavstanden fra
sentrum for Ci-VP viser at larver har oppholdt seg naer 6000 mm fra sentrum, mens det for m-
VP nesten er nede pa 4000 mm. @vre og nedre kvartil viser ogsa til at m-VP har flere dyr
narme sentrum (non-tigmotaktisk omrade) enn Ci-VP. Dyrene tilsatt m-VP har ogsa veert
mer “tilfeldig” spredt mellom 0 og 7000 mm. Dyrene tilsatt Ci-VP har holdt seg pa avstand

fra sentrum og ute langs arenaen vegger i tigmotaktisk omrade.

Ved Kruskal-Wallis test med verdiene Ci-VP = 241,1 og mVP = 175,5, fikk resultater
p=0,0024, altsa p < 0,05. Det er dermed statistisk signifikant forskjell mellom larver tilsatt m-
VP og dyrene tilsatt Ci-VP. Dyrene tilsatt Ci-VP har altsa hatt en gkt tigmotaktisk atferd,

sammenlignet med m-VP.

Larver av C. intestinalis som hadde blitt elektroporert med PC2>CaMPARI-DNA ble tilsatt
nevropeptider for & finne ut om tilsetning av nevropeptider ville gi en endring i
kalsiumaktivitet, og dermed visualisere nerveaktivitet hos dyret. Konfokal mikroskopering
ble utfart for & danne avbildninger som ble analysert. Resultatene viser om tilsetning av
nevropeptid gir en statistisk signifikant endring i signal (grenn-til-rgd) etter UV-straling. En
gkning i signal tilsvarer gkt konsentrasjon av intracellulaert kalsium, og dermed gkt

nerveaktivitet. Motsatt vil en nedgang i signal tilsvare lavere konsentrasjon av intracellulert
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kalsium og nedsatt nerveaktivitet. Endring i farge pre og post UV-bestraling er illustrert i
Figur 15.

A: Pre UV-straling B: Post UV-straling
Figur 15. Sammenligning av larve som uttrykker PC2>CaMPARI far og etter UV-straling. Larven i bildene

som blir vist som eksempel har blitt tilsatt nevropeptidet Ci-LF-6. Bilder viser alle stacks overlappet til ett bilde
med maksimal intensitet. A: Nerveceller i larver gir grant fargesignal. B: Nerveceller med hgy konsentrasjon av
intracelluleert kalsium har endret farge og gir redt fargesignal. Nerveceller med lav konsentrasjon av kalsium

forblir granne eller viser liten grad av fargeendring.

Figur 15 viser en larve av C. intestinalis tilsatt nevropeptidet Ci-LF-6 pre og post UV-
bestraling (A = 405 nm). En fargekonvertering fra grenn til rad kan observeres ved at fargen
blir gul/oransje nar grent og redt signal overlappes. Fiolinplott fra analyse av de
mikroskoperte bildene for 20 av de 31 nevropeptidene blir presentert i Figur 16. Plottet viser
grenn-til-rad ratioen fer og etter bestraling med UV-lys i larver som uttrykker CaMPARI?2.
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40- Pre vs post ratio
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Figur 16. Fiolinplott for ratio (%) av fargeendring mellom pre og post. Plottet illustrerer endringer i
kalsiumniva for hvert nevropeptid. Rad strek viser medianverdi for fargeendring mellom pre og post. Grgnne
streker viser gvre og nedre kvartiler. Gra sirkler viser individuelle datapunkt. Y-aksen viser ratio av

fargeendring fra pre til post i prosent.

Fiolinplottet med CaMPARI-resultater presentert i Figur 16 gir umiddelbart en oppfatning av
endring i kalsiumsignal hos larver tilsatt Ci-LF-1, t-GnRH-6, t-GnRH-8 og Ci-GnRH-X. For
a finne ut om noen av peptidene har signifikant forskjell i signal i forhold til den negative
kontrollen, ble Kruskal-Wallis test utfert. Testen ble gjennomfart med gjennomsnittlige
individuelle tall samlet fra samtlige peptider opp mot gjennomsnittstall fra kontroll. Tabell 4
viser de nevropeptidene som hadde statistisk signifikant forskjell i kalsiumaktivitet i forhold

til negativ kontroll etter tilsetning.

Tabell 4. Oversikt over nevropeptider som gir gkt eller senket kalsiumaktivitet etter tilsetning.

t-GnRH-6 Senket |,
t-GnRH-8 Senket |/
Ci-GnRH-X Senket |,
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Etter & ha foretatt Kruskal-Wallis test, var det fire peptider som hadde statistisk signifikant
forskjell i signal i forhold til negativ kontroll. Ci-LF-1 gav en gkning i konsentrasjon
intracellulert kalsium, mens t-GnRH-6, t-GnRH-8 og Ci-GnRH-X medfgrte senket
konsentrasjon av intracelluleert kalsium etter tilsetning. Siden disse peptidene gav et
signifikant forskjellig signal fra negativ kontroll, blir to-punktsplott for gitte peptiders signal
pre og post UV-bestraling presentert i Figur 17.

Control RvsG GnRH6 RvsG GnRH8 RvsG GnRHX RvsG LF1 RvsG

Figur 17. CaMPARI-resultater for negativ kontroll og nevropeptidene t-GnRH-6, t-GnRH-8, Ci-GnRH-X og
Ci-LF-1. Farste punkt representerer kalsiumaktivitet pre UV-straling og andre punkt post UV-bestraling. RvsG

referer til forholdet mellom rgdt og grent fargesignal.

To-punktsplottet i Figur 17 viser verdiene de individuelle larvene tilsatt peptidene hadde pre
og post bestraling. | to-punktsplottet kan de individuelle larvenes verdier pre og post UV-
bestraling ses, som blir representert med farste og andre punkt respektivt. Sammenlignes
RvsG ratio for kontrollen post straling (ca. 0,00-1,60) med peptidene t-GnRH-6 (ca. 0,05-
0,32), t-GnRH-8 (ca. 0,20-0,55), og Ci-GnRH-X (ca. 0,20-0,75), kan det observeres at post-
verdiene til kontrollen ligger betydelig hayere enn hos peptidene. Ratioverdiene til Ci-LF-1
ligger mer spredt (mellom 0 og 3), men flere av larvene har her oppnadd en signalendring >

1,5, altsa hgyere enn kontrollens.
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4. Diskusjon

Det siste tiaret har flere nevropeptider, peptidhormoner og deres korresponderende reseptorer
hos Ciona intestinalis blitt identifisert (18-23). Disse funnene gjar videre utforskning av bade
nevropeptiders system i arten og de molekylere mekanismene som ligger bak

diversifiseringen og evolusjonen av nevropeptider mulig (23).

C. intestinalis har et kort larvestadie fgr de gjennomgar metamorfose og utvikler seg til
voksne individer. Under larvestadiet har C. intestinalis ryggstrengmorfologi. Ryggstrengdyr
som C. intestinalis er av interesse for forskning, ettersom de er virveldyrs nermeste
slektning. De kan dermed gi et unikt, evolusjonart perspektiv pa hvordan mer komplekse
organismer oppstar og utvikler seg. C. intestinalis sitt nervesystem, endokrine system og
hjerne kan beskrives som simpelt sammenlignet med virveldyrs. Til tross for dette har dyret
~90 % av det samme antallet proteinkodende genene som i det menneskelige helgenomet
(3,10-13). Undersgkelser av gener i C. intestinalis som er homologe med gener hos virveldyr
kan gi innsikt i hvilken grad dens biologiske funksjoner er bevart i livsformer utviklet senere

i evolusjonen.

Forskere som benytter denne modellorganismen er avhengige av tilgang til vilt-fangede
individer. Arten er av kosmopolitisk utbredelse, og kan derfor finnes over store deler av
verden. Ingen har enda klart & vedlikeholde en avlet populasjon over flere generasjoner i et
laboratorium med marine fasiliteter (3). Heldigvis er dyrene enkle & samle inn til
forskningsformal, siden de liker seg tett ved vannoverflaten og gjerne sitter samlet i starre

klaser.

Kunstig fremstilt sjgvann, et medium benyttet innenfor forskning, er egnet for vekst og typisk
atferd for C. intestinalis. Bruk av kunstig sjgvann fremfor naturlig sjgvann er fordelaktig med
hensyn pa reproduserbarhet, ettersom tillaging av det kunstige sjgvannet falger en

standardisert oppskrift og dermed vil ha mer konsekvente egenskaper enn naturlig sjgvann.

| dette prosjektet ble det undersgkt hvordan en rekke homologe og artsspesifikke
nevropeptider i C. intestinalis pavirket dens atferd relatert til bevegelsesmgnster,
metamorfose og nerveaktivitet. Settlement-delen av prosjektet ble gjort ved hjelp av

sammenligning av svemmende larver og larver som gjennomgar metamorfose i naerver av
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nevropeptid. | tillegg ble det utfert tracking av larvers bevegelsesmanster i et spesiallaget
trackingoppsett, og visualisering av nevropeptiders effekt pa nerveaktivitet ved hjelp av
CaMPARI og konfokal mikroskopi.

Settlement gir et direkte innblikk pa hvordan nevropeptider pavirker C. intestinalis larvers
evne til & gjennomga metamorfose. Som det ble skrevet innledningsvis er larvene avhengige
av a kunne feste seg til en overflate for & kunne starte metamorfose. De vil naturlig seke etter
steder hvor det vil vaere gunstig for den a starte metamorfose, for eksempel under overflater
der sollys ikke treffer larvene. Pa laboratoriet kan man observere at flere hundre larver

relativt raskt vil feste seg til en petriskals bunn (3).

Kruskal-Wallis test ble foretatt pa samtlige peptider, testen viste at peptidene Ci-LF-3, Ci-LF-
5, Ci-HA, Ci-NTLP-1, Ci-NTLP-4, t-GnRH-3, Ci-CT og Ci-YFV-3 var signifikant forskjellig
fra kontrollverdiene. Av disse hadde Ci-NTLP-4 og t-GnRH-3 flere svammende larver enn
negativ kontroll, mens Ci-LF-3, Ci-LF-5, Ci-HA, Ci-NTLP-1, Ci-CT og Ci-YFV-3 hadde
feerre sveammende larver enn den negative kontrollen. Det kan dermed se ut til at
nevropeptidene Ci-NTLP-4 og t-GnRH-3 hadde en hemmende effekt pa larvers evne til a ga
inn i metamorfose, mens Ci-LF-3, Ci-LF-5, Ci-HA, Ci-NTLP-1, Ci-CT og Ci-YFV-3 hadde

en promoterende effekt pa larvers evne til metamorfose.

Peptidfamilien GnRH er hormonpeptid som spiller en viktig rolle i virveldyrs
kjgnnsfunksjoner. GnRH i pattedyr syntetiseres og frigjeres fra hypotalamus, noe som ikke er
til stede i sekkdyr som C. intestinalis. t-GnRH spiller ngdvendigvis dermed en annen rolle i
sekkdyrs biologiske funksjoner. I tidligere forsgk utfgrt av Kamiya et al. ble det vist at t-
GnRH-3 og t-GnRH-5 hadde en hemmende effekt pa larvers evne til metamorfose (32).
Funnet gjort her for t-GnRH-3 er konsekvent med dette funnet, men det ble derimot ikke vist

at t-GnRH-5 hadde en hemmende effekt pa larvers metamorfose i denne undersgkelsen.

CT i virveldyr spiller en viktig rolle i metabolisme av kalsium i virveldyrs skjeletter. Sekkdyr
som C. intestinalis har ikke beinvev, og Ci-CT spiller dermed ngdvendigvis en ulik rolle i
sekkdyrs biologiske funksjoner. Interaksjon mellom Ci-CT og deres korresponderende

endogene reseptor Ci-CTR har enda ikke blitt observert, og ingen av Ci-CTs fysiologiske
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funksjoner har blitt belyst enda (20). Basert pa funn i denne undersgkelsen ser det ut til at Ci-

CT har en promoterende effekt pa larvers evne til metamorfose.

Neurotensin er en familie peptid i pattedyr som deltar i en rekke fysiologiske funksjoner som
vasokonstriksjon og inhibering av smertereseptorer. Ci-NTLP er en familie peptid i C.
intestinalis. Lite er kjent om dens funksjon, men i denne undersgkelsen ble det vist at Ci-
NTLP at spiller en rolle i larvers metamorfose og modning. Her er det ogsa interessant &
merke at Ci-NTLP-1 og Ci-NTLP-4 viste seg 4 ha motsatte effekter pa larvers evne til

metamorfose og modning.

HA er et peptid funnet i nesledyr og sekkdyr og har tidligere veert knyttet til utvikling av
stamceller. Pa grunn av dette er det tenkelig at HA hovedsakelig spiller en rolle i utvikling
under den embryoniske fasen. Denne undersgkelsen viset at HA ogsa har fysiologiske
funksjoner under larvefasen til C. intestinalis og at disse funksjonene er knyttet til
promotering av metamorfose og utvikling til voksent stadium. Tidligere upubliserte
undersgkelser fra samme forskningsinstitutt har koblet HA til B-tubulin-positive celler. -
tubulin er en nevronmarkar. Kolokalisasjon av HA og B-tubulin bekrefter dermed at HA blir
uttrykt i nervesystemet til C. intestinalis. En mulig reseptor for HA er kjent, Head Activator
Binding protein, fra genet KH.C8.594. Videre undersgkelser trengs for a bekrefte dens
tilknytning til HA.

Peptidomikk av det nevrale komplekset har ikke bare identifisert homologer av virveldyrs
nevropeptider og peptidhormoner, men ogsa de unike artsspesifikke peptidene Ci-LF og Ci-
YFV/L hos C. intestinalis (21,23). Lite er kjent om funksjonene familiene av peptidene Ci-LF
og Ci-YFV/L. Ut ifra denne undersgkelsen kan det se ut til at Ci-LF-3 og Ci-LF-5 spiller en
rolle i larvers modning til voksent stadium. En interessant observasjon er at Ci-LF-3 og Ci-

LF-5 hadde motsatte effekter pa larvers evne til metamorfose.

Noen peptider (for eksempel Ci-LF-4) hadde ujevn populasjonsfordeling, som illustrert i
Figur 11. Det er flere feilkilder som kan ha bidratt til ujevne populasjonsfordelinger og
generell mangel pa presisjon i datasettene. Undersgkelsen ble utfart over en 6 ukers lang
periode, og det ble hentet inn nye voksne individer av C. intestinalis som ble brukt underveis
i denne perioden. Noen av disse voksne individene viste seg a vaere mindre fertile enn

forventet. Det bar nevnes at dyrenes gytingsevne vil varere ut ifra sesong. Dette prosjektet ble
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utfart tidlig i sesongen, noe som medfarte at kvaliteten pa dyrene var varierende. Denne
variasjonen farte til at det ikke alltid var mulig at alle petriskaler inneholdt 30-100 larver, noe
som videre farer at visse tellinger vil veere mindre representative. Telling av larver ble utfart
ulike personer og ble ikke alltid utfert til samme tidspunkt, noe som ogsa kan ha bidratt til

starre feilmarginer.

4.2 Horisontal tracking

Det var gnskelig a finne ut om eksogen tilsetning av nevropeptider ved tracking av artens
larver ville fare til endringer i deres bevegelsesmgnster. Det ble samlet inn videoer for 21 av
31 planlagte nevropeptider i lgpet av prosjektperioden. Tabell 5 viser nevropeptider, samt

antall larver og videoer filmet.

Tabell 5. Oversikt over totalt antall dyr tracket fordelt pa hvert peptid/peptidfamilie, og totalsum tid filmet

presentert i minutter, timer og dagn. Hvert dyr ble filmet i 2x15 minutter, og hver video har derfor en lengde pa

15 minutter.

Peptider Antall larver  Antall kontrollarver  Antall larver, totalt
Ci-LF-1 til -8 160 80 240
t-GnRH-3 til -6 80 40 120
Ci-NTLP-1 til -6 120 60 180
Ci-VP 20 10 30
Ci-GALP 20 10 30
HA 20 10 30
TOTALT 630 larver| 1260 filmer
Filmtid 18 900 minutter | 315 timer | 13 dggn

Grunnet tidsbegrensninger og et hgyt antall trackingvideoer, kunne dessverre ikke resultater
fra denne delen av prosjektet presenteres. Dette kunne nok veert unngatt hadde analyseringen
av resultatene blitt startet tidligere. Tiden det tok & analysere hver video var ukjent ved
prosjektets start, og prosjektet var sveert tidsbegrenset. Det er derfor blitt presentert resultater
fra et tidligere forsgk fra 2020 utfert av Ruya Houssein, der et av peptidene vi ogsa tracket,
Ci-VP, ble benyttet. Forsgket utforsket pavirkingen oksytocin- og vasopressinlignende

nevropeptider har pa bevegelsesaktiviteten til C. intestinalis.
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Resultatene fra Housseins studie viser en signifikant endring i adferdsmgnsteret hos larver
tilsatt Ci-VP sammenlignet med m-VP. Tidligere studier har vist at Ci-VP har en
korresponderende reseptor navngitt Ci-VP-R, som blir uttrykt i fra gener i larvens nevrale
kompleks, fordayelseskanal, gonader og hjerte (23,39). Reseptoren er hayt spesifikk for Ci-
VP, og det er derfor forventet at tilsetning av Ci-VP vil fgre til en gkning i larvenes
bevegelseshastighet og aktivitet. Utfra fiolinplottene presentert i Figur 13 og Figur 14 har
larver tilsatt Ci-VVP hgyere hastighet og oppholder seg lengre fra sentrum (tigmotaksisk
omrade) enn gvrige larver tilsatt peptider og negativ kontroll. Hvis median avstand i
tigmotaksisk omrade er signifikant forhgyet, pastas det at dyret har en gkt opplevelse av frykt
eller angst. Dette kan for eksempel komme av at larvene befinner seg i et nytt og ukjent miljg

nar de blir tilsatt arenaens brgnn under tracking.

Det at larver tilsatt Ci-VP har en signifikant gkt avstand fra sentrum (tigmotaksisk omrade)
enn m-VP (Figur 14) er evolusjonsmessig interessant, da det i tidligere forsgk er bevisst at
organismer utviklet senere i evolusjonen, som mus, viser tilsvarende type adferd. Mus vil
etter a ha blitt satt i en arena begynne a kartlegge sine omgivelser, da fortrinnsvis langs

arenaens vegger (68).

CaMPARI er en kalsiumintegrator som kan gi et innblikk i hvordan nevropeptider pavirker
nerveaktivitet i larver av C. intestinalis. Nerveceller i C. intestinalis ble avbildet etter eksogen
applikasjon av nevropeptider for & undersgke om disse hadde en merkbar effekt pa aktiviteten

i nervecellene.

Ut ifra fiolinplott for pre og post signalratio i Figur 16, sa har larver tilsatt Ci-LF-1 en tydelig
hgyere medianverdi enn samtlige andre peptider og negativ kontroll. @vre kvartil er ogsa ved
omtrent 13 % ratio, og er dermed vesentlig hgyere enn de andre. Det kan altsa tyde pa at Ci-
LF-1 har en aktiverende effekt pa nevronal aktivitet. For larver tilsatt peptidene t-GnRH-6, t-
GnRH-8 og Ci-GnRH-X ser det derimot ut til at den nevronale aktiviteten har blitt inhibert.
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Kruskal-Wallis test viste at peptidene Ci-LF-1, t-GnRH-6, t-GnRH-8 og Ci-GnRH-X var
signifikant forskjellig fra negativ kontroll. Av disse viste Ci-LF-1 gkt kalsiumaktivitet i
forhold til negativ kontroll, mens t-GnRH-6, t-GnRH-8 og Ci-GnRH-X hadde lavere

kalsiumaktivitet enn negativ kontroll.

Ci-LF-1 viste ikke & ha en signifikant effekt pa larvers evne til metamorfose etter
settlementeksperimentet. @kt kalsiumaktivitet kan dermed ikke knyttes opp mot metamorfose
eller modning, og ma altsa kunne knyttes til andre fysiologiske funksjoner. Peptidene som ga
signifikant lavere kalsiumkonsentrasjon, t-GnRH-6, t-GnRH-8 og Ci-GnRH-X, viste heller
ingen effekt pa larvers evne til metamorfose og ma derfor ha en annen fysiologisk funksjon.
Det hadde veert interessant & sett resultatene pa tracking for disse peptidene, og om tilsetning
av peptidene har gitt noen effekter pa larvens atferd i arenaer i forhold til svammemanster,

svemmehastighet og tigmotaktisk atferd.

Flere peptider i fiolinplottet (Figur 15) viser ujevne populasjonsfordelinger. Data for alle
peptid er heller ikke tilgjengelig. Malet for undersgkelsen var a samle inn data fra minst 10
larver per peptid, men av ulike grunner, blant annet varierende grad av kvalitet pa dyr brukt
til fertilisering, var det ikke tilstrekkelig med tid til 2 samle inn mengden data gnskelig for
alle peptid under prosjektperioden. Manglende data har bidratt til ujevne
populasjonsfordelinger og datasett. Dette farer til at resultater fra noen peptider ikke er

representative.

Kombinasjonen av feilkilder som falger med metoden, som blant annet varierende kvalitet pa
elektroporering og signal i larver, gjer at det vil vaere vanskelig a trekke fullstendige
konklusjoner omkring resultatene til peptidene som ikke hadde signifikant endring i signal. |
Figur 16 har for eksempel Ci-LF-4, sett bort fra Ci-LF-1, hgyest medianverdi og skiller seg
tydelig fra de andre peptidene, men ifglge Kruskal-Wallis test ikke signifikant endring. Det er
uvisst om det hadde blitt et annet resultat om flere larver hadde blitt avbildet etter tilsetning

av peptidet.
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Det var ogsa varierende antall celler med signal i hodet til de mikroskoperte larvene, som
igjen gjenspeiler at kvaliteten pa f.eks. elektroporering har veert varierende. Kunnskapsniva er
en stor feilkilde ved dette forsgket som kan ha hatt en innvirkning. Dette var metoder som
samtlige forfattere av denne oppgaven aldri hadde utfart tidligere. Kunnskap vedrgrende
blant annet konfokal mikroskopi og elektroporering var begrenset ved prosjektstart. Det var
kvalitetsforskjeller mellom de farste dyrene som ble elektroporert og mikroskopert versus de

siste dyrene. Det kan ha gitt utslag pa resultatene.

Det er en rekke feilkilder som kunne ha oppstatt under laboratoriearbeidet. Ved in vitro
fertilisering etterfulgt av elektroporering, var utfallet noen ganger at de nyklekte larvene ikke
hadde noe signal og ikke var brukelige i forsgket. Dette kan skyldes flere ting, for eksempel
darlig kvalitet pa voksne individers evne til fertilisering, feil saltkonsentrasjon i ASW, at
eggene ikke ble fullstendig dechorioniserte i natriummiksen eller at kvalitet pa tilberedt DNA
(PC2>CaMPARI) var avvikende.

Under tracking var det ofte mye rusk til stede i arenaene. Dette er en av hovedgrunnene til at
analyseringen av trackingresultater ikke ble ferdig i tide, siden trackingprogrammet ToxTrac
oppfattet rusk i tillegg til larvene ved videoanalyseringen. Eliminering av alle urenheter som
ogsa ble plukket opp ved trackinganalyse var som regel et tidkrevende arbeid. Trackingen

foregikk som regel fra 08:00 pa morgenen til 16:00 pa ettermiddagen. Det medfarer at larver
tracket pa starten av dagen var nyligere klekket enn larver sent pa dagen. Dette er heller ikke

optimalt, da dyrene helst skulle veere relativt nyklekt ved tilsetning av nevropeptidene.
Prosjektperioden foregikk i tillegg i forkant av C. intestinalis optimale sesong, det var derfor

varierende kvalitet pa dyrene og varierende tilgang pa voksne individ. Dette kan vare noe av

forklaringen til at for eksempel elektroporeringen ikke alltid var vellykket.
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Det ble utviklet et oppsett for vertikal tracking av larver i et gravitasjonsoppsett, samt med
mulighet for tracking i naerveer av lysstimuli. Metoden og oppsettet ble ikke ferdigstilt
innenfor tidsrammene av dette prosjektet og det ble dermed ikke samlet inn data for denne
metoden. Data fra denne metoden vil kunne vaere komplementeer til horisontal tracking og vil
i tillegg bidra til & kunne undersgke nevropeptiders effekt pa larvers atferd relatert til

lysstimuli.

Videre kan det ogsa veere aktuelt & gjenta undersgkelser fra dette prosjektet med CRISPR-
mutanter med fjernet reseptorer for ulike peptider. Denne type studie vil bekrefte

nevropeptiders funksjoner og tydeliggjere deres biologiske roller.

5. Konklusjon

Formalet med prosjektet var a finne ut om tilsetning av 31 ulike nevropeptider til larver av C.
intestinalis hadde en stimulerende effekt pa metamorfose, svammemgnster, svammehastighet
og nevronal aktivitet. Flere av nevropeptidene gav atferdsendring knyttet til metamorfose,
svgmmemgnster og svemmehastighet. I tillegg gav noen av nevropeptidene endring i

nevronal aktivitet.

Settlement metoden gav interessante funn knyttet til metamorfose, hvor to av
nevropeptidenes resultater tyder pa hemming av larvens initiering til metamorfose; Ci-NTLP-
4 og t-GnRH-3. Seks av nevropeptidenes resultater indikerer a ha en promoterende effekt pa
larvers metamorfose; Ci-LF-1, Ci-LF-5, HA, Ci-NTLP-1, Ci-CT og Ci-YFV-3. Det kan altsa
se ut til at eksogen tilsetning av disse nevropeptidene vil promotere eller hemme

metamorfose hos larvene.

Upubliserte resultater utfert av Houssein ble presentert i resultatdelen angaende tracking av
larver etter tilsetning av Ci-VP, m-OT og m-VP. De viste at larver tilsatt nevropeptidet Ci-VP
hadde betydelige endringer i atferdsmgnster sammenlignet med larver tilsatt m-VP. Larver
tilsatt Ci-VP hadde bl.a. hgyere svammehastighet og viste starre tigmotaksisk atferd.

46



Ved CaMPARI var det fire nevropeptider som gav signifikant endring i intracellulaer
kalsiumkonsentrasjon. @kt intracelluleer kalsiumkonsentrasjon betyr at det er gkt aktivitet i
larvens nerveceller. Nevropeptidet Ci-LF-1 gav gkt nerveaktivitet, mens t-GnRH-6, t-GnRH-
8 og Ci-GnRH-X gav nedsatt nerveaktivitet. Resultater tilsier dermed at tilsetning av nevnte

nevropeptider har hatt en virkning pa nervesignaleringen til C. intestinalis.

| videre studier kan det undersgkes hvorvidt CRISPR-mutanter med fjernede reseptorer
pavirkes under samme betingelser som brukt i denne undersgkelsen. Det bar ogsa forskes
videre pa hvordan larvers adferd pavirkes av nevropeptider i naerveer av lysstimuli i et
vertikalt trackingoppsett. Kartlegging av homologe og artsspesifikke nevropeptiders
funksjoner i C. intestinalis vil vere til nytte i & kunne kartlegge nervesystemets og generelle

biologiske funksjoners opprinnelse.
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Ordliste

ASW: (engelsk "artificial seawater"), kunstig fremstilt sjgvann.

CaMPARI: (engelsk "Calsium-Modulated photoactivatable radiometric integrator"),
kalsium-modulert fotoaktiverbar radiometrisk integrator.

CT: (engelsk "calcitonin™), kalsitonin.

Dechorionering: (engelsk "dechorionated"), fjerne membranen som omgir eggene

Dorsal: (av latin dorsum, "rygg"), anatomisk begrep som beskriver noe som angar ryggen.
Elektroporering: Teknikk hvor man blander plasmid-DNA med embryo ved en-celle-
stadiet, far man plasserer blandingen i en elektroporeringskyvette som utsettes for elektrisk
strgm. Denne pulseringen gjer cellemembranene permeable for nytt DNA. (57)

GALP: (engelsk "gelanin-like peptide™), galaninlignende peptid.

GnRH: (engelsk "gonadotropin-realising hormone), gonadotropinfrigjerende hormon.
Konsensussekvens: (av latin consensus, "enighet™), korte strekninger med DNA som viser
tilsynelatende liten variasjon i mange forskjellige gener (69).

Maternalt: (av latin mater, "mor", engelsk maternally), begrep som omtaler noe som
kommer morskapelig, her beskriver det energi som blir viderefart fra moren til avkommet.
Metamorfose: transformasjon, gjennomgripende forvandling, her fra larvestadie til voksent
individ.

Notch signalisering: cellesignaliseringssystem som kan finnes i de fleste dyr, og er blant
annet viktig under nevrogenesen.

NTLP: (engelsk "neurotensin-like peptide™), neurotensin-lignende peptid.

Ocellus: pigmentert sensorisk organ hos C. intestinalis som oppfatter tilstedeveerelse av lys.
Ortologer: (av gresk orthos, "rett"), homologe gener som eksisterer i ulike arter som fglge av
at deres felles stamfar dannet nye arter. (70)

OT: (engelsk "oxytocin™), oksytocin.
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Otolitt: pigmentert sensorisk organ hos C. intestinalis som oppfatter tyngdekraft.
Peptidomikk: systematisk analyse av peptidinnholdet i en celle, vev eller organisme, gjelder
vanligvis studier av naturlig forekommende peptider (71).

ROI: (engelsk "regions of interest"), omrader som er av interesse.

Ryggstrengdyr: chordata, dyrerekke av dyr som har ryggstreng pa minst et stadium av sin
eksistens.

Sifon: organer hos virvellgse dyr som ligner rgr. Hos den filter-spisende arten C. intestinalis
benyttes det som inn- og utstrammingsapninger for sjgvann.

TK: tachykinin.

Topologi: maten noe er organisert eller henger sammen.

Trofisk: (av gresk trofe, "ernaring"), omtaler noe som angar cellers ernaring, vekst og
funksjon. (72)

VP: vasopressin.
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Vedlegg
VEDLEGG 1. Kruskal-Wallis test of Swimming larvae — Settlement

VEDLEGG 2. Kruskal-Wallis test of overview of peptide ratios — CaMPARI

VEDLEGG 3. Oversikt over antall petriskaler og larver talt ved Settlement survey

Peptid ‘Skaler  Larver
Kontroll 48 2049
Ci-LF-1 32 1874
Ci-LF-2 29 1240
Ci-LF-3 35 1371
Ci-LF-4 33 2010
Ci-LF-5 32 1569
Ci-LF-6 33 1512
Ci-LF-7 39 1109
Ci-LF-8 32 1229
Head Activator 44 2283
Ci-NTLP-1 32 1081
Ci-NTLP-2 31 1828
Ci-NTLP-3 28 956
Ci-NTLP-4 32 1429
Ci-NTLP-5 32 896
Ci-NTLP-6 35 1118
t-GnRH-3 38 1479
t-GnRH-4 33 1127
t-GnRH-5 34 885
t-GnRH-6 32 1362
t-GnRH-7 26 1288
t-GnRH-8 33 1581
Ci-GnRH-X 19 1990
Ci-vP 24 1357
Ci-TK-I 25 2377
Ci-TK-II 23 1611
Ci-YFV-1 20 1598
Ci-YFV-2 20 1743
Ci-YFV-3 20 1470
Ci-YFL-1 32 1082
Ci-GALP 31 1354
Ci-CT 20 2114
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VEDLEGG 4. Oversikt over antall larver og antall regioner av interesse — CaMPARI

Peptid Antall larver  Regioner av
avbildet interesse
Kontroll 13 66
Ci-LF-1 10 50
Ci-LF-2 10 50
Ci-LF-4 6 45
Ci-LF-5 10 48
Ci-LF-6 9 44
Ci-vP 6 24
HA 5 40
Ci-CT 11 40
Ci-GALP 11 47
t-GnRH-4 8 21
t-GnRH-5 9 32
t-GnRH-6 5 17
t-GnRH-8 7 20
Ci-GnRH-X 8 18
Ci-NTLP-2 9 29
Ci-NTLP-3 11 52
Ci-NTLP-4 8 24
Ci-TK-I 10 75
Ci-TK-II 10 76
Ci-YFV-3 11 80
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