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Sammendrag

Virussykdommer er en av de stgrste utfordringene innenfor oppdrett av Atlantisk laks
(Salmo salar L.) og regnbuegrret (Oncorhychus mykiss L.) i Norge i dag, og forarsaker
store gkonomiske og fiskevelferdsmessige problemer. De senere ar har spesielt
subtypene SAV3 og SAV2 av virussykdommen PD spredt seg til stadig ny deler av landet,
hvor den forarsaker dgdelighet bade pa settefiskanlegg og matfiskanlegg. Det er utviklet
gode vaksiner mot de bakterielle sykdommen, men fremdeles er ikke gode vaksiner mot

virussykdommene utviklet.

Laks innehar i likhet med andre vertebrater et medfgdt uspesifikt forsvar mot patogener
som virus i tillegg til et spesifikt adaptivt immunforsvar som bestar av det celluleere og
humorale gren. Hos teleoster bestar det humorale immunforsvaret av B lymfocytter som
etter eksponering for antigen differensieres til plasmaceller og initierer utskillelse av
IgM (antistoff) og fullstendig karakterisert hos mennesker. Imidlertid er de humorale
adaptive immunresponsene hos teleoster generelt, laks og laks spesielt, utilstrekkelig
karakterisert hos laks. En viktig arsak til dette er at fa markgrer forbundet med modning
og differensiering av B-celler er pavist hos laks, og at de i varierende grad lar seg pavise.
Funksjon til transkripsjonsfaktorene Pax5, Xbpl og Blimp-1 er imidlertid alle pavist og
beskrevet i vertebrater. Det er ogsa Kkjent fra regnbuegrret at Pax5 uttrykkes i

utviklende B-celle linjer men ikke i plasmaceller, men dette er ikke beskrevet hos laks .

I denne oppgaven ble derfor antistoffer mot de nevnte transkripsjonsfaktorene benyttet
ved Western blot, noe som fgrte til deteksjonen av et protein forenelig med Pax5 full-
lengde i leukocytter fra laks. B-celler og plasmaceller fra lakseleukocytter ble derfor
forsgkt adskilt ved hjelp av ulike perkoll-gradienter, og undersgkt med henhold pa
morfologi og Pax5 uttrykk. Leukocyttpopulasjoner ble dessuten stimulert in vitro med
CpG ODN, og endringer av mIgM ble detektert ved RT-qPCR. Sekretorisk IgM og Pax5 ble
detektert ved Western blot som indikator pa at CpG har klart a initiert differensiering av
B-celler. Pax5 ble ogsa benyttet som markgr pa differensiering av B-celler etter in vivo
immunisering av laks med SAV Ag, CpG og Poly I:C (C/P) og en kombinasjon av disse.
Pax5 uttrykket alene var ikke tilstrekkelig for & kunne avgjgre om en adaptiv
immunrespons var initiert, men gkning av sekretorisk IgM indikerte en antigenrespons
som fglge av CpG stimulering, og at CpG dermed har en potensiell betydning som

komponent i fremtidige vaksiner mot virussykdommer hos laks.



Innholdsfortegnelse

1

INNIEANING ... s bbb 1
I T 3 )54 o 141 OSSP 1
1.1.1  PanKreasSyKAOM ROS LAKS........eeneenseeseesessssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssans 2
1.2 Immunsystemet til DeINfisK ... 3
1.2.1 Det medf@dte IMMUNSYSEEM .....ceereeenreereesessseessssssssssssssss s sessssssssssssssssssssssssans 3
1.2.2 Humorale komponenter 0g effektormekKaniSMer ... eesneensesssssssesssessssesns 4
O B 111 7=3 =) ) U= PSSP 5
1.3 Det adaptive immuUNSYSTEIMET ... ssssssssssssssssssssssesns 6
1.3.1 Lymfoide organer ROS tElEOSLET .........einseenssenssessssssssssssssssesssesssssssssssssssssssssssssans 6
1.3.2 Celluleere komponenter i det adaptive iImMUNfOrsVAret ........eenseeseesseeens 6
1.3.3  B-celler 0g iMMUNOGIODUIINET ..........ccoeereereereerreeessesssssessesssssssessesssessssssssssssssssssssssssans 8
1.3.4 Immunoglobulin M (IGM) ROS LAKS.......cuerenriemeerernsessissesssesssssssssssesssssssssssssssssssssssnns 10
1.3.5 Funksjonen til IGM ROS tEIEOSTEN .........uceenreeimiemeeresesssssessesssssssssssssssssssssssssssssssssssssnss 10
1.4 Morfologi til blodceller hos teleoster (1aKs) ... 11
1.5 Transkripsjonsfaktorer involvert i differensiering av B-celler-....................... 12
I B s b XSS RPPP 13
1.5.2 BIIMP-T ettt ssse s s s s s 14
1.5.3 KDDLt sss s sss s 16
1.6  VaKSINering av IaKS ... sssssssssssss s ssssssssssssssssssns 16
1.7  ProblemSHIIING ... s 18
Materiale 08 MELOAE............ s 19
2.1 ForsgKkfisk 08 organuttak .........sessssssssssssesssssssssssssssssssans 19
2.1.1  FOTSOKSISK ceveureeueerserreeseessesssssssssssssssssssssssssss s s sess s s sssss s sssassssssssssns 19
2.1.2 OFGANUELAK oo ss s sess s s sessssssas 19
2.1.3  ISOIETING AV ICUKOCYLLET ...coneerreeerieeeereeessessessesssesssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 19
2.1.4 Isolering av leukocytter fra multiple gradienter ... eonenssesseseesssenns 21
2.2 Stimulering av leukocytter fra hodenyre og milt med CpG ODN.................... 22
2.3 Hgsting av leukocytter fra fornyre og milt til Western blot...............cconeeuuecee. 23
2.3.1  IKKE-AANEIENtE CEIIEK .....cuneuneerreereeeeeeeesressesesssesss s ssssss s sssssssasssesssssns 23
2.3.2  AANEIENLE CEIIEK ..uneneeeeereereerseesseseeeesis s 23
2.3.3  SONIKEIING AV PTBVET .curereereerrsessesssesssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssns 23
2.3.4 Oppkonsentrering av SUPETNALANLET ..........owermeenmeeseesssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssesns 24

2.4 RealTime Polymerase Chain reaction (qPCR) ... 24



2.4.1 Sampling av leukocytter (RNA) fra fornyre og milt til PCR ...........corioreeoneeenneens 24

242 RNA ISOIETING wcoreerreenreereerseersesssensssssssssssssssssssssesssssssss s sssassssssss s ssssssss s sssssssassssssssssns 25
2.4.3  CDNA SYNLESE: ...t s s 26
2.4.4 Kvantitativ Real Time Polymerase Chain Reaction (qQPCR) ..........reeoreeneenns 27
2.5 WeStern BIOtHING........ooicseerre s 29
2.5.1 SDS polyacrylamid-gel elektroforese (SDS-PAGE).........evneonseenssenssesseessseens 30
B A 1 [0 7 T PSSP 31
2.5.3 Blokkering og inkubering med primaert og sekundaert antiStoff ... 32
2.54  Inkubering Med ANLISEOff ......coemenmeensissesssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 32
2.5.5  FTEMEKAIIING oooeeureeererreeseerseerseetssessssssesssssssssss s ssss s ssss s ssssss s sssssssassssssssssns 34
2.5.6  ReinKubering 0g StrIPPING .....eonenmeenseesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssns 34
2.6 Selektering av IgM* leuKocCyttfraKSjoner ... 35
2.7 Anrikning av IgM med protein A 08 G.........coreeeneenssnsessessssesssssssssssssssns 35
2.8 Tillaging av cytospinnpreparater og farging av celler med May
GUNWALA/GIEIMISA........ooeeceeeeeeeet e 36
2.9 Invivo immuniSeringsSforS@K ... 37
2.9.1 ForsgKsfiSk 0 fOTSORSGIUPDET .....ueueeenreeriereeseessssssessesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 37
2.9.2  VaKSINETING O ULLAK cccu.eureereerreereeseerseesssessssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssesas 38
RESUILATET ..ottt 39
3.1 Uttesting av antistoffer mot kjente markgrer involvert i modning av B-
celler ved WeStern BlOt. ...t sssssssesssessssssasessens 39
3.1.1 Uttesting av tre polyklonale antistoff lagd mot ulike omrdder av Pax5 til
e LY 21T =1 PSP 39
O IO V7 in R ) 1 T 1 )L PSSP 42
3.1.3 Antistoffer mot blimp-1: Blimp-1/PRDI-BF1 (C14A4) og (H-150): sc-25380...43
3.1.4  ANtiStoff MOt XDPI tXDPI-S ...cuneeeeereriersereesesssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 43
3.2 Optimalisering av metode for isolering av B-celler.............cconnnrnnirinennne. 44
3.2.1 Uttrykk av Pax5 og morfologi hos leukocytter isolert med perkoll-gradienter av
ULTR EOEERNCT ..ottt e 44
3.2.2 Isolering av leukocytter med 42% og 54% perkoll-gradienter ..............ccuruurune. 47

3.2.3 Uttrykk av Pax5 i leukocytter selektert for uttrykk av membranbundet IgM ..50

3.3 Invitro stimulering av leukocytter fra milt og hodenyre med CpG initierer
AdaPLiV IMIMUINTE@SPOIIS. ......evuireieseeseessessresssess s sess s sb bbb s s s s s s aees 53

3.3.1 Real time PCR ga kraftig gkning i Mx transkripter fra prover hgstet 24 timer
etter stimulering, og en liten pkning i mIigM fra prgver hgstet 48 timer etter
Ry 1T = 11 T PSRN 53

3.3.2 Pax5 uttrykk hos i in vitro stimulerte leukocytter fra milt til [aKs .......ccouceeen. 54



3.3.3 Western blot med antistoffet tPax5-E10 fra CpG stimulerte milt- og

hodenyrepragver viste liten endring mellom stimulerte og kontrollprgver ... 55
3.3.4 CpG stimulering av lakseleukocytter fra fornyre og milt farer til gkt utskillelse
AV SEKTELOTISK LGM ..oneeeeeeeeteressessessessssssssssse s ss s s 56

3.4 Uttrykk av Pax5 etter immunisering av 1aks in vivo ..., 58

T ) L1 ] [0 T PPN 61

4.1 To antistoff mot Pax5 uttrykker trolig full-lengde Pax5 i laks...........cccouuuunee 61
4.1.1  ANAre PAX5-ISOfOITNEI ..o sssssss s sssssssssssssssssessssssssssasessens 62
4.1.2 Hvilken funksjon har Blimp-1 og Xbpl i immunresponser hos laks?................... 63
4.1.3 IgM er en kjent humoral komponent i immunforsvaret til [aKs ............ocoueeenees 64

4.2 Hvilke celler uttryKKer Pax5?........oesessssssssssssssssssssssssesssssssesssssssessens 64
4.2.1 Uttrykk av Pax5 i leukocyttfraksjoner isolert ved bruk av ulike
T 2 A L 11 L L=3 L= PSP 65

4.3 Er det mulig a skille B-celler og plasmaceller ved a benytte ulike perkoll-

Fea e 0 L) 1 1<) o PSPPSR 66
I B & (oo (=) 1) PSP 67
G.3.2 Ml aooneeeseeeseeeseeesesesse s ssss s s ss bbb 67
4.3.3 BlOG oottt ssss s ssss s iR 69
4.3.4 Cytospinnpreparater som verktgy for observasjon av leukocyttmorfologi? .....70

4.4 Uttrykk av Pax5 i IgM* 0g IgM- leuKOCYtter ..........encneseesesseesseessesens 71

4.5 Invitro stimulering av leukocytter med CpG ODNs evne til 4 initiere

AdaPtiVe IMIMUNTESPONSET. ........ccueeeereeees s seessessess s ss s ssss s ss s s sesaens 72
G50 Ml aeoneeeeeeeeseetseeese s sss s s bbb 73
YA & (0o (=) 1) PPN 73
4.5.3 Begrensinger Ved fOTSOKEL .......meesessesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssees 75

4.6 Pax5 som markgr for initiering av en adaptivimmunrespons etter
vaksinering med SAV Ag alene og kombinert med TLR ligander som adjuvant. 76

5 KONKIUSJOMET ...ttt bbb 79
6 REfEIANSET ...t 81
APPEIUAIX L.ttt s bbb 89

Ulike reagenser benyttet til Western blott..............nnneeeeseens 89
APPEIUAIX LT ...t s bbb 90

Western Blot av CpG stimulerte og ustimulerte leukocytter fra milt....................... 90



1 Innledning

1.1 Bakgrunn

Overfiske og kollaps av en rekke kommersielt beskattede fiskebestander har gjort
bidraget fra akvakultur til verdens matproduksjon viktigere. Fisk er en ypperlig kilde til
blant annet essensielle aminosyrer og vitamin D, som er helt ngdvendige for a
vedlikeholde normal metabolisme hos mennesker (Widmaier, Raff & Strang, 2011).
Fortrinnet med oppdrett av for eksempel laks er at relativt sma mengder vegetabilske
ravarer tengs for a produsere animalske proteiner (inneholdende essensielle
aminosyrer) som er helt ngdvendig for & kunne fg en befolkning i stadig vekst (FAO.,,
2012). 1 2013 ble det produsert 1 143 700 tonn Atlantisk laks (Salmo salar) i norske
akvakulturanlegg (Hjeltnes, 2014).

[ akvakulturneeringen eksisterer det imidlertid en rekke utfordringer knyttet til
fiskehelse og fiskevelferd, deriblant infeksigse sykdommer. Den akkumulerte
dgdeligheten hos laks etter utsett i hav har over flere ar vert pa rundt 15-20%, hvor
mye av dette har skyldtes infeksjonssykdommer (Hjeltnes, 2014). Gode vaksiner har
redusert antall utbrudd av bakteriesykdommer i norsk lakseoppdrett drastisk, og har
fort til bedre fiskehelse, betydelig mindre medikamentbruk og stgrre lgnnsomhet
(Poppe, Bergh, Espelid & Nygaard, 2002). Det eksisterer derimot ikke tilstrekkelig gode
vaksiner for virussykdommene, og disse er et vedvarende problem innenfor norsk

akvakultur (Hjeltnes, 2014).

Den eneste virussykdommen det vaksineres mot innenfor norsk lakseoppdrett er
Infeksigs Pankreas Nekrose Virus (IPN) (Hjeltnes, 2014; Robertsen., 2011). Problemet
har vert at vaksinene utviklet mot virussykdommer ikke har Kklart & aktivere det
adaptive immunforsvaret hos laks i tilstrekkelig grad (Robertsen, 2011). Alternative
tiltak for a bryte den horisontale spredningen av virussykdommer som Infeksigs Lakse
Anemi (ILA) og Pankreassykdom (PD) har gitt positive resultater i bekjempelsen av
disse sykdommene. Dette er imidlertid ikke tilstrekkelig, og behovet for gode vaksiner
mot de viktigste virussykdommene er ngdvendig, og vil trolig kunne gi samme positive

effekter som bakterievaksinene ga da disse ble tatt i bruk i akvakulturnzeringen.



1.1.1 Pankreassykdom hos laks

Pankreassykdom (Pancreas Disease - PD) er en sykdom som har gitt store gkonomiske
tap og er et velferdsproblem for norsk lakseoppdrett (Hjeltnes, 2014). Sykdommen
forarsakes av Salmonid Alfavirus (SAV) fra virusfamilien Togaviridae, og er en listefgrt
sykdom pa liste 3 (Hjeltnes, 2014). Seks genotyper er pavist, hvorav to SAV2 og SAV3
forarsaker sykdom pa laks i Norge (Hodneland et al, 2005; Poppe, Bruno & Noguera,
2013). SAV3 er den smittsomme agenten indikativ for sykdommen pankreas disease
(PD), og er hittil kun pavist i Norge. Sykdommen har kjerneomrade i Hordaland, hvor
den siden 2003 har veert a regne som endemisk. Det ble i 2007 opprettet sonegrense ved
Hustadvika for a hindre spredning av viruset videre nord som forelgpig har fungert godt

(Hjeltnes, 2014).

[ 2010 ble SAV2, ogsa referert til som sleeping disease virus (SDV), for fgrste gang
pavist i norsk laks hvor det de seneste arene har forarsaket dgdelighet pa laks og
regnbuegrret (Hjortaas et al, 2013; Hjeltnes, 2014). Utbrudd i Norge har forelgpig
begrenset seg til Mgre og Romsdal og Sgr-Trgndelag. En kontrollsone for bekjempelse
av SAV2 med Hustadvika i sgr, og fylkesgrensen til Nord-Trgndelag i nord ble opprettet i
2012, og strekker seg lengre nord enn for SAV3 (Hjeltnes, 2014).

Sykdomsforlgpet for genotypene SAV3 og SAV2 er veldig lik for laks i omrader hvor kun
én av disse genotypene eksisterer. Utbrudd av PD forarsaket av genotypen SAV2 gir
imidlertid lavere dgdelighet og mer moderate kliniske tegn sammenliknet med utbrudd
forarsaket av SAV3 (Jansen et al, 2014). Symptomene som har gitt SAV2 sitt navn
("sleeping disease”) observeres kun pa regnbuegrret (Poppe et al, 2013). Tidlige
kliniske tegn inkluderer nedsatt appetitt, apati og sterk reduksjon i vekt. Diagnostiske
kjennetegn for sykdommen er fullstendig nekrose i eksokrin pankreas ved akutt
infeksjon (McVicar, 1987). Det er ogsa normalt a observere epikarditt, myokarditt, og
senere nekrose i bade det kompakte og spongigse myocardium. Ved kroniske
infeksjoner er det ogsa vanlig & observere degenerering av skjelettmuskulatur.
Sykdomsforlgpet kan variere kraftig hos fisk i ulike livsstadier. Laks, og hovedsakelig
stor fisk, kan veere bzerere av virus uten a vise kliniske tegn pa sykdom. Videre kan
utbrudd variere veldig i intensitet. Dgdeligheten ved utbrudd hos juvenile/parr er ofte
veldig hgy (50%), og celler som gjennomgar mitotisk celledeling er en diagnostisk

markgr for utbrudd pa smolt. Den svaert varierende graden av kliniske symptomer og



intensitet ved utbrudd pa laks indikerer at flere faktorer avgjgr hvor alvorlig et
sykdomsutbrudd er. Her er miljg og samspill mellom patogen og fisk antatt & vaere

viktige faktorer (Poppe et al, 2013).

1.2 Immunsystemet til beinfisk

For a kunne utvikle effektive vaksiner mot PD og andre virussykdommer hos laks, er det
ngdvendig med inngdende kjennskap til laksens immunsystem. Immunsystemet hos alle
vertebrater bestar av to grener, den medfgdte og den adaptive greinen. Medfgdt
immunitet er et hurtigvirkende og uspesifikt forsvar mot patogene mikrober. Det
adaptive forsvaret tar i motsetning til det medfgdte immunforsvaret lengre tid a
aktivere ved en primaerreaksjon. Det har imidlertid "hukommelse”, og vil ved gjentatt
eksponering av det samme patogenet, gi en hurtig og spesifikk immunrespons (Abbas &

Lichtman, 2011).

Organiseringen og funksjon av immunsystemet til kjevede vertebrater deler flere
universelle likhetstrekk (Mutoloki, Jgrgensen & Evensen, 2014; Poppe, Bergh, Espelid &
Nygaard, 2002; Pancer et al, 2004). Det er antatt at det adaptive immunsystemet
utviklet seg fra den medfgdte greinen for omtrent 450 millioner ar siden (Mutoloki et al,
2014). Det eksisterer likevel en rekke viktige forskjeller mellom fisk som ansees som
den evolusjonert eldste gruppen med velutviklet immunsystem, og hgyerestaende

vertebrater.

1.2.1 Det medfadte immunsystem

Det medfgdte immunforsvaret spiller en viktig rolle hos teleosters fgrstelinjeforsvar mot
mikrober allerede ved tidlige livsstadier. Det har blant annet en avgjgrende rolle i det
antivirale forsvaret hos laks (Collet, 2014) og i aktiveringen av det adaptive
immunsystemet (Uribe et al., 2011). Det medfgdte immunsystemet kan grovt deles inn i
en sensorisk del, og en effektor del, som hver bestar av celluleere og humorale

komponenter.

Myeloide celler er den viktigste celluleere komponenten, og bestar hovedsakelig av
mononuklezere og polymorfonuklezre fagocytter. Mononukleaere fagocytter er celler
som gjenkjenner og tilintetgjgr patogener (Jorgensen, 2014) og inkluderer makrofagene
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som observeres i perifert vev hos laks (Amin, Mortensen & Poppe, 1991).
Melanomakrofager inneholder partikler av melanin, og er en celletype hittil kun
identifisert hos fisk (Koppang et al, 2003). Ngytrofile granulocytter er den best
beskrevne polymorfonuklezere fagocyttcelletypen hos fisk (Ellis, 2001). En annen
gruppe innenfor myeloide celler er myeloide dentritiske celler (DC), som har en viktig
funksjon i den adaptive immunresponsen (Jgrgensen, 2014). Dette er "profesjonelle”
antigenpresenterende celler med funksjon i bade det medfgdte og adaptive
immunforsvaret, og celletypen er pavist bade hos regnbuegrret (Bassity & Clark, 2012)
og laks (Rgnneseth et al, 2013). "Natural killer cells” (NK-celler) er celler som uten a
gjenkjenne MHC strukturer dreper virusinfiserte celler (Ellis, 2001). NK-celler har ogsa
kjente funksjoner i badde det medfgdte- og adaptive immunforsvaret hos teleoster

(Jorgensen, 2014).

1.2.2 Humorale komponenter og effektormekanismer

En viktig komponent i det medfgdte immunsystemet er “pathogen recognition
receptors” (PRR), som gjenkjenner sakalte "pathogen associated mollecular patterns”
(PAMPs). PAMPs er konserverte strukturer som finnes hos mikrober men ikke hos
eukaryote celler (Uribe et al., 2011; Jgrgensen, 2014). En rekke PAMPs er velstuderte
molekyler og inkluderer bakterielle peptidoglykaner, lipoproteiner, enkelt- og
dobbeltradig RNA, bakterielt flagellin, og CpG DNA (Jgrgensen, 2014). De best beskrevne
PPR hos laks er ”Toll-like receptors” (TLRs), de intracelluleere cytosoliske
reseptorfamiliene av "NOD-like receptors” (Liang et al, 2008) og "RIG-1-like receptors”
(Chang et al, 2011). I alt 17 ulike TLR-reseptorer fra ulike fiskearter er forelgpig
beskrevet hos fisk (Palti., 2011).

CpG oligodeoxynukleotider (ODN) er syntetisk fremstilt umetylert CpG DNA som
benyttes som en TLR9 agonist (Jergensen et al, 2003). Det er ogsa vist at det i teleoster,
deriblant laks, er TRL9 reseptoren som binder CpG ODN (Byadgi et al, 2014, lliev et al,
2013). Stimulering av ulike fiskearter som Japansk flyndre (Paralichtyes olivaceus)
(Takano et al, 2007; Takano et al), Cobia (Rachycentron canadum) (Byadgi et al,, 2014),
og laks (Jorgensen et al, 2003) med CpG ODN induserer bade antivirale og
antibakterielle immunresponser. Videre gker nivaet av type I interferoner (IFN) og Mx

transkripter samt inflamatoriske cytokiner som Interleukin-1 (IL-1) i CpG stimulerte
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lakseleukocytter (Jgrgensen et al, 2001a; Jgrgensen et al., 2003; Pedersen et al, 2006).
CpG ODN er ogsa vist a veere en god vaksine adjuvant hos mennesker (Zhu et al, 2008;
Kasturi et al, 2011) og laks (Jgrgensen et al, 2003; Pedersen et al, 2006; Strandskog et
al, 2007; Iliev et al, 2010; Thim et al, 2012; Thim, 2013). Tidligere forsgk har gitt
resultater som indikerer at CpG induserer en tidlig uspesifikk beskyttelse mot virus hos

laks (J@rgensen et al, 2003).

1.2.3 Interferoner

IFNer er cytokiner som produseres som respons pa virale infeksjoner (Ellis, 2001). Type
[ IFN er de best beskrevne interferonene hos laks, og 4 ulike subtyper er beskrevet.
Disse Inkluderer IFNa, IFNb, IFNc og IFNd, som uttrykkes i ulike celletyper og ved ulik
stimuli (Svingerud et al, 2012). Type I IFN reseptorer transkriberes hos laks fra
genklynger pa to ulike kromosomer, som ogsa uttrykkes ulikt i forskjellig vev. Dette gir
en stgrre diversitet av interferonreseptorer (CRFB1, CRFB2 og CRFB3) hos laks enn
andre kjente teleoster og pattedyr (Sun et al, 2014). Binding av type I IFN til den
spesifikke CRFB reseptoren pa malcellen fgrer til signaltoverfegring via Jak/STAT
signalveien (Ellis.,, 2001; Robertsen, 2006; Sun et al, 2014). Dette resulterer i at
antivirale proteiner som 2°,5’-oligoadenylat syntetase, protein kinase P1 og Mx
uttrykkes, og disse hindrer syntetesering av virus RNA (Ellis., 2001). Gener som koder
for Mx proteiner er klonet fra laks (Robertsen, 1997), og disse oppreguleres ved in vitro

stimulering med ulike PAMPs (Pedersen et al, 2006).



1.3 Det adaptive immunsystemet

1.3.1 Lymfoide organer hos teleoster

I motsetning til hgyerestidende vertebrater mangler teleoster bade beinmarg og
lymfesystem (Mutoloki et al, 2014). Thymus, nyre og milt er de viktigste lymfoide
organene hos teleoster (Zapata et al., 2006). De primaere lymfoide organene hos fisk er
fornyre og thymus, hvor thymus har en sentral rolle i utvikling av T-celler hos teleoster
(Koppang et al,, 2010; Zwollo et al,, 2005; Bowden et al, 2005). Fornyren (hodenyren) er
antatt a4 veere homolog til pattedyrs beinmarg, og er det viktigste hematopoetiske
organet hos teleoster (Zapata et al, 2006; Koppang et al, 2010). Det er antatt at
modningen av B-celler skjer her, fgr disse migrerer til den bakre del av nyren eller til
milten for interaksjoner med antigener (Zwollo et al, 2005). Milten regnes i likhet med
nyren som et viktig sekundeert lymfoid organ. Den bestar av ellipsoide kapillerer,
melanomakrofag sentre og lymfoid vev, og er involvert i antigenpresentasjon for naive
B-celler (Uribe et al, 2011; Zwollo et al, 2005). Det har ved forsgk blitt vist at betydelige
mengder T-celler aggregerer Interbrankiale lymfoide vev (ILV) som befinner seg i
gjellene til laks. ILV er antatt a representere et sted hvor naive T-celler utsettes for
antigen fra det eksterne miljget (Koppang et al, 2010). Nylig publiserte data antyder at
ILV er et sekundeert lymfeorgan analogt med "muccosa-associated lymphoid tissue” hos

vertebrater (Aas et al., 2014).

| tillegg er det vist at mukus hos fisk inneholder antibakterielle peptider, lectiner,
proteaser og lysosymer, i tillegg til at IgT ogsa er pavist der. Dette indikerer at
fiskemukus ogsa har funksjoner forbundet med sekundeere immunologiske organer

(Ellis, 2001;Zhang et al, 2009).

1.3.2 Cellulere komponenter i det adaptive immunforsvaret

Adaptiv immunitet er det spesifikke immunforsvaret som kun finnes hos vertebrater.
Karakteristisk for dette forsvaret er at det har lang responstid ved fgrstegangs utsettelse
for et patogen, men at det gir et hurtig svar ved gjentatt eksponering for det samme
patogenet (memory). Det har ogsa stgrre diversitet enn det medfgdte immunsystemet

siden B- og T-celler uttrykker et stort repertoir av reseptorer, som teoretisk sett gjgr det



mulig & gjenkjenne ett hvert antigen som et individ blir eksponert for. "Memory” celler
besitter etter fgrste gangs eksponering for patogener en tilpasset reseptor som spesifikt
gjenkjenner det aktuelle patogenet, og som umiddelbart kan initiere en spesifikk

respons ved gjentatt eksponering for samme antigen (Abbas & Lichtman, 2011).

Lymfocyttene er den celluleere komponenten i den adaptive immunresponsen. Disse
bestar av T lymfocyttene (T-celler) og B lymfocyttene (B-celler) og representer
henholdsvis det cellemedierte og det humorale adaptive immunforsvaret (Mutoloki et
al, 2014). Cellemediert immunitet bestar av ulike T-cellepopulasjoner som uttrykker
ulike T-celle reseptorer (TCR). Cytotoksiske T-celler binder til celler som presenterer
antigen ved klasse I major histocompatability complex (MHC) reseptorer, og dreper
disse. I pattedyr er alle celler i stand til & presentere antigen gjennom klasse I MHC
reseptorer, identifisert ved ko-reseptoren CD8. Hjelper T-celler uttrykker derimot CD4
ko-reseptoren, og denne celletypen gjenkjenner antigener presentert pa klasse II MHC
reseptorer som finnes hos DC, mononuklezere fagocytter og B-celler (Abbas & Lichtman,
2011). Hjelper T-celler skiller ut cytokiner, som forsterker responsen til andre
celletyper. Hos fisk gjenstar mye forskning pa celle mediert immunitet, men det er i
senere ar identifisert en rekke markgrer kjent fra T-celler hos hgyerestdende
vertebrater, deriblant gener som koder for TCR, CD4 og CD8, samt molekylene CD3 og
CD28. I tillegg er CC kjemokin reseptor 7, CD44 og CD45RA som er markgrer for ulike
subpopulasjoner av T-celler identifisert i fisk (Mutoloki et al., 2014).

Dette gir indikasjoner pa at bade cytotoksiske- og hjelper T-celler finnes hos ulike
fiskearter, men fortsatt er det fa studier som bekrefter at de har samme funksjon som

hos pattedyr (Mutoloki et al., 2014).

Antigen retensjon og presentasjon er antatt & hovedsakelig forega i hodenyre og milt hos
teleoster (Press & Evensen, 1999; Bassity & Clark, 2012). Det er antatt at B-celler her
modnes gjennom interaksjon med antigen, og differensieres til plasmaceller (Mutoloki et

al., 2014). T-celler antas imidlertid a eksponeres for antigen i ILT (Aas et al., 2014).

Mononukleare fagocyterende celler og DC har funksjoner knyttet til antigen
presentasjon hos teleoster ogsa (Sizemore et al, 1984; Bassity & Clark, 2012). Dette er
celletyper som presenterer antigen sammen med MHC molekyler i deres membraner for

T-celler. Celler som uttrykker MHC II molekyler pa membranen (DC, makrofager og B-



celler) har fatt betegnelsen "profesjonelle” antigen presenterende celler (APC). I disse
celletypene vil ekstracelluleere mikrober endocyteres, prosesseres i endosomale
vesikler, og framvises pa MHC Il i cellemembranen (Abbas etal, 2011). Hos laks er tre
subpopulasjoner av celler som uttrykker MHC II identifisert i hodenyre. Det at en av
disse har en morfologi som likner DCs hos pattedyr, kombinert med at disse cellene
aktiveres av TLR ligander indikerer at dette kan vare analoger til DC, og er et eksempel
pa at samspillet mellom det medfgdte og adaptive immunforsvaret hos laks har

paraleller til hva som er beskrevet hos pattedyr (Iliev et al, 2010).

1.3.3 B-celler og immunoglobuliner

Det humorale adaptive immunforsvarets mest betydningsfulle komponent er B
lymfocytter (B-celler), som produserer og sekreterer IgM (antistoff). I motsetning til T-
celle reseptorer, som kun gjenkjenner korte peptid antigen fremvist pa MHC-molekyler,
er B-celle reseptoren i stand til & gjenkjenne et vidt spekter av antigener som inkluderer
bade makromolekyler og sma kjemiske forbindelser som lipider, karbohydrater og
proteiner (Abbas & Lichtman, 2011). Aktivering av naive B-celler skjer nar de binder
antigen til membranbundne Ig-reseptorer. Dette initierer klonal ekspansjon, og
produksjon av klonale B-celler med spesifikke reseptorer for det bundne antigenet. En
videre differensiering fgrer til produksjon av effektorceller, eller IgM-sekreterende
plasma celler (Abbas & Lichtman, 2011). Disse produserer spesifikke antistoffer for

"gitte” antigener som gar ut i sirkulasjonen.

Forsgk gjort pa regnbuegrret antyder at det eksisterer en rekke B-celle subpopulasjoner
som kan skilles basert pa en rekke celluleere markgrer i tillegg til morfologi.
Utgangspunktet for generering av B-celler er leukocytt stamceller (CLP) som befinner
seg i hodenyren. Differensieringen til modne B-celler er antatt & ga via pro-, pre- og
umodne B-celle stadier, og gjerne i andre perifere edeler av nyren (baknyre). Modne B-
celler er antatt a utsettes for antigen i milt og/eller baknyre, og dermed differensieres til

APC (Zwollo et al,, 2005).

En beskrevet celletype i teleoster er replikerende plasmablaster, som i tillegg til & vaere
replikerende skiller de seg fra plasmaceller ved at de er mindre, har Kkortere

cellesykluser og uttrykker bade mIgM og Pax5 (Zwollo et al, 2005; Ye et al, 2013).



Plasmablaster observeres hovedsakelig i blod, milt og baknyre, og det er antatt at
plasmablastene migrerer til hodenyren, hvor de videre differensieres til plasmaceller

(Yeetal, 2013).

Lang-livede, ikke-replikerende plasmaceller er den vanligste antistoff sekrerende celle
(ASC) hos teleoster, og er i hovedsak lokalisert i hodenyren (Zwollo et al, 2005;
Bromages et al, 2004). Ig* B-celler er den dominerende leukocytten hos regnbuegrret
(20-50%), og det er pavist at regnbuegrret B-celler har fagocyterende egenskaper
(Jansson et al, 2003; Li et al,, 2006).

Immunoglobuliner som er bundet i membranen pa B-celler kalles B-celle reseptoren
(BcR), og er karakteristisk for modne naive B-celler. Reseptoren bestdr av fire
polypeptid kjeder, og konfigurasjonen av disse to lette og to tunge kjedene Kkalles
immunoglobulin (Ig). Etter differensiering av modne B-celler til plasmaceller begynner
disse a skille ut sekretorisk IgM, som hos teleoster bestar av fire Ig-molekyler og dermed
har en tetramerisk struktur (Abbas & Lichtman, 2011; Acton et al, 1971).
Immunoglobuliner med ulik tung kjede tilhgrer forskjellige isotyper (Abbas & Lichtman,
2011). Den membranbundne IgM reseptoren var lenge trodd & vaere den eneste Ig
reseptoren hos teleoster intill det i 2005 ble det gjort funn av en ny subtype, I1gT/IgZ, fra
henholdsvis regnbuegrret og zebrafisk (Danilova et al, 2005; Hansen et al, 2005; Ye et
al, 2013) I 2010 ble en tredje subtype, IgD, identifisert i regnbuegrret (Edholm et al,
2010). IgT/IgZ er en isotype som er unik for teleoster, og har siden den ble oppdaget
ogsa blitt pavist i de fleste andre teleoster (Salinas et al, 2011). IgT-reseptoren ser ut til
a dominere over IgM i mukosale organer som tarm, hvor den har en sentral rolle i
forsvar mot tarmparasitten Ceratomyxa shasta (Zhang et al, 2009; Zhang et al, 2010).
Nylig har IgT+ B-celler dessuten vist seg & vere den dominerende subpopulasjonen i

nese og hud (Tacchi et al., 2014).

[ perifere organer hos teleoster eksisterer ulike subpopulasjoner av naive B-celler basert
pa hvilke membranbundne Ig reseptorer de uttrykker. Fire ulike subpopulasjoner av B-
celler er beskrevet, og disse inkluderer IgM*/IgD-, IgM*/IgD*, IgM-/igD* og IgM*/IgD-
/1gT+ subpopulasjonener (Salinas et al, 2011). Den vanligste subpopulasjonen av B-

celler hos teleoster er IgM*/IgD* (Ye et al, 2013).



1.3.4 Immunoglobulin M (IgM) hos laks

IgM er den eneste isotypen som er pavist hos alle vertebrater. Som omtalt ovenfor
eksisterer den bade i membranbundet og sekretorisk form (Ye et al, 2013). Genene som
koder for IgM, IgD og IgT befinner seg innenfor et omrade kalt IgH, som hos laks er
duplisert (Shiina et al., 2005; Yasuike et al, 2010). Dette gjgr at laks innehar to IgH
regioner (IgH-A og IgH-B), to isotyper av genet for tung kjede (CmuA og CmuB), og
dermed to unike subpopulasjoner av IgM (Hordvik et al, 2002).

I motsetning til hgyerestaende vertebrater har sekretorisk IgM hos de fleste teleoster,
deriblant laks, en tetramerisk konfigurasjon (Acton et al, 1971), og er den Kklart
vanligste Ig subtypen i lakseserum (Ye et al., 2010). Det er ikke pavist "class-switching”
hos teleoster. Det er imidlertid pavist somatisk rekombinasjon av exonene (V-D]
sammenslding) av tung kjede involvert i antigen binding i zebrafisk (Page et al, 2013).
IgM er hos pattedyr et av proteinene med hgyest glykosylering. Denne heterogeniteten
av O- og N- linkede karbohydrater er pavist ogsa pa IgM fra laks hvor tung kjede bestar
av mellom 7,8-11,4 % karbohydrater (Magnadottir et al, 1997; Magnadottir, B. 1998).
Graden av glykosylering avgjgr den molekylaere vekten til subenhetene og tung kjede
utgjgr omtrent 71,5 kDa, mens lett kjede 26,5 kDa (Havarstein et al, 1988; Magnadottir,
1998).

1.3.5 Funksjonen til IgM hos teleoster

Boshra et al.,, 2004 gir klare indikasjoner pa at IgM hos regnbuegrret har en sentral rolle
i aktiveringen av det klassiske komplementsporet som resulterer i lysering av IgM-
sensitive erytrocytter. Det konkluderes her med at komplement proteinene C1-C4
involvert i den klassiske komplement kaskaden har funksjoner hos fisk som likner de

man finner hos pattedyr (Bashra et al, 2004).

Funn fra malle av "leukocytt immune type reseptorer” (IpLITR) indikerer at IgM ogsa
hos teleoster medierer cytotoksisitet med utgangspunkt i homologe reseptor funksjon
hos mennesker (Stafford et al, 2006; Merrill et al., 1981). Dens rolle i bade det medfgdte
og adaptive immunforsvaret er dokumentert i alle arter som hittil er undersgkt (Boes,
M. 2000). Det er observert korrelasjoner mellom mengden sekretorisk IgM og graden av

antiviralt forsvar mot PD (Xu et al, 2012) og IPN (Munang'andu et al, 2013).
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1.4 Morfologi til blodceller hos teleoster (laks)

En karakteristikk til erythrocytter (r¢de blodceller) hos teleoster er at de har
cellekjerne. Modne erythrocytter er avlange, og har en avlang cellekjerne som farges
purpur rgd ved Giemsa farging. De er 13-16 pm lange, og 7-10 pm brede. Umodne
erythrocytter har bade rundere cellemorfologi og kjernen er mindre kompakt
sammenliknet med modne erythrocytter. Cytoplasma hos umodne erythrocytter har en
mer blalig fremtoning nar de frages med haematoxylin/eosin grunnet fraveer av

hemoglobin.

Monocytter/makrofager er store celler (9-25 i diameter) med oval kjerne og en stor
andel cytoplasma som har en lysere framtoning sammenliknet med lymfocytter farget
med haematoxylin/eosin (Amin et al, 1991). Melanomakrofager har en morfologi som
likner pa andre makrofager, men identifiseres ved tilstedevaerelsen av melanin i

cytoplasma (Koppang et al., 2003).

Ngytrofile granulocytter kan skilles fra makrofager ved at de er mindre i stgrrelse, og
har en lappedelt cellekjerne med mellom 2-5 ”lapper” av varierende utforming
(Lieschke et al, 2001; Amin et al,, 1991). Granulocyttene er mellom 4-13 pum i stgrrelse,
og er dermed mindre enn monocyttene (Amin et al, 1991). Dendrittiske celler (DC)
kjennetegnes ved foldet cellekjerne og lange utstikkere som gir de et "stjerneformet”

utseende (Bassity & Clark, 2012).

Modne lymfocytter inkluderer B-celler og T-celler, og disse er hos laks 7-10 pum i
diameter, med en relativt stor og rund cellekjerne som fyller store deler av cellens
volum. Kjernen farges purpur rgd ved Giemsa-farging. Cellene har en tynt perifer
cytoplasma. Det er ogsa beskrevet lymfocyttliknende celler pa mellom 10- til 15 um i
diameter med granulaert cytoplasma som antas a representere varianter av lymfocytter i

ulike modningsfaser (Amin, 1991).
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1.5 Transkripsjonsfaktorer involvert i differensiering av B-celler

En transkripsjonsfaktor er et protein i cellekjernen, som binder til spesifikke omrader i
neer tilknytning til en promotor pa DNA hvor den enten kan aktivere eller hindre
transkripsjonen av det aktuelle genet til mRNA (Nelson & Cox., 2008). Den oppnar dette
ved & endre kromatinstrukturen rundt malgenet. Transkripsjonsfaktorer innehar et
funksjonelt domene (repressoren/aktivatoren) som enten er av typen "homeodomene”,
"zink finger”, “leucine =zipper”, “helix-lgkke-helix” eller ”vinge-helix proteiner”.
Transkripsjonsfaktorene Kklassifiseres basert pa hvilke type funksjonelt domene de

besitter (Zwollo, 2011).

Metoden med a benytte transkripsjonsfaktorer som markgrer for modning av B-celler er
tidligere brukt pa pattedyr (Northrup & Allman, 2008). Transkripsjonsfaktorene
fungerer utmerket i komparative studier da genene som koder for disse er sveert
konserverte mellom vertebrater, og ofte med det DNA bindende domenet som den mest
konserverte delen. De viktigste transkripsjonsfaktorene involvert i B-celle modning hos
vertebrater, som ogsa er beskrevet hos teleoster er Ikaros, E2A, Tidlig B celle faktor-1
(EFB1), paret boks-5 (Pax5), B lymfocytt-indusert protein-1 (Blimpl og X-boks
bindende protein (Xbpl) (Zwollo, 2011).
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Figur 1: @verst sees de ulike stadiene av B-celler fra stamcelle til plasmacelle og plasmablaster. "Y”
indikerer tilstedeveaerelse av IgM, og om den er membranbundet eller ikke. Under foreligger oversikt over
tilstedeveaerelse av de viktigste transkripsjonsfaktorene involvert i modning og effekt gjennom
modningsprosessen for B lymfocytter hos vertebrater. De ulike transkripsjonsfaktorene star i venstre
marg. Tegnet (-) indikerer fraveer, (+) indikerer tilstedeveerelse, og (++) indikerer stor tilstedevaerelse av
transkripsjonsfaktoren. Figur hentet fra Zvollo, 2011

1.5.1 Pax5

Pax5 er en homodomene type transkripsjonsfaktor med parrete domener (Zwollo,
2011). Det er hos pattedyr pavist at den pavirker reguleringen av 170 gener involvert i

modning av, sa vel som effektorfunksjoner til pattedyr B-celler (Hagman & lukin, 2007).

Full-lengde Pax5 gener fra regnbuegrret har en 98% homologi sammenliknet med Pax5
gener fra hgyerestdende vertebrater (Zwollo et al,, 2005). Pax5 cDNA sekvensen fra laks
er nylig identifisert, og denne sekvensen har 99% aminosyre likhet med Pax5 fra
regnbuegrret (pers. Med. S. Grove, Veterinaerinstituttet). Teoretisk beregnet
molekylvekt for Pax5 fra laks er anslatt til 41,7 kDa basert pa aminosyresekvens (upubl.
data L. Jensen). I denne oppgaven ble det benyttet 3 antisera som gjenkjenner ulike
funksjonelle domener av regnbuegrret proteinet (figur 2) (MacMurray et al, 2013). Det
13



er ogsa vist at peptidsekvensene i Pax5 proteinet som antistoffene tPax5-E10 og tPax5-
E6 er lagd mot er identiske i laks og regnbuegrret, og foreligger i figur 2 (pers. med. S.

Grove, Veterinaerinstituttet).

Proteinets diversitet i ulike cellulaere prosesser baserer seg pa at Pax5-genets introner
og exoner kan settes sammen til ulike isotyper. Hos teleoster er det kjent at Pax5
pavirker "skjebnen” til B-celler, og proteinet er hgyt uttrykt i prosessen fra pro B-celler
til plasmablaster, far uttrykket forsvinner hos plasmaceller (Zwollo et al, 2005). Nylig er
7 alternative isotyper av Pax5 proteinet i tillegg til full-lengde proteinet pavist i
regnbuegrret (MacMurray et al, 2013). Pax5 er ogsda vist & kunne inhibere
differensiering og utvikling av bade T-celler og myeloide celletyper, samtidig som en
nedregulering av Pax5 stimulerer differensiering av B lymfoma celler til makrofager
(Northrup & Allman, 2008; Hodawadekar et al,, 2007). Dette er seerlig interessant sett i
relasjon til den allerede nevnte fagocyttiske egenskapen B-celler hos regnbuegrret har
(Li et al, 2006). Pax5 opererer ogsa sammen med de tidligere nevnte
transkripsjonsfaktorene forbundet med B-celle differensiering (Figur 1). For eksempel

vil Pax5 kunne aktivere EBF1, og undertrykke Blimp1 og Xbp1 (Cobaleda & Sitia, 2007).
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Figur 2.1llustrasjon av funksjonelle domener av Pax5 genet hos regnbuegrret. Pilene angir hvilke omrdder av
Pax5 de tre antistoffene som er brukt i denne oppgaven gjenkjenner. Ti omrdder (exoner) er navngitt med
utgangspunkt i funksjon, og avgrensing av introner. Til venstre sees paret domene, i midten er exon 6, og til
hgyre sees C-terminalen Figur hentet fra (MacMurray et al., 2013).

1.5.2 Blimp-1
Blimp-1 er en zink-finger type transkripsjonsfaktor som viser seerlig stor grad av
konservering mellom arter fra evolusjonart gamle og nye phyla. Det har blitt pavist at

det har en homologi pa over 93% mellom mus og ulike arter av teleoster (Ohtani et al,
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2006). Blimp1 har hos hgyerestdende vertebrater en avgjgrende rolle ved terminal fase
av bade B-celle differensiering og ved difgferensiering av makrofager. Den fremviser
synergistiske egenskaper med transkripsjonsfaktoren Xbpl (John & Garrett-Sinha, 2009;
Zwollo, 2011). Hovedsakelig utgver Blimp-1 en antagonistisk effekt pa transkriberinger
av gener, og pavirker en rekke kromatin modifiserende enzymer (John & Garrett-Sinha,
2009). Det er kjent fra vertebrater at uttrykk av Blimp-1 og Pax5 utgver en hemmende
effekt pa hverandre (Figur 3), som dermed er en mulig mekanisme for & regulere
terminal differensiering av B-celler (Kallies & Nutt, 2007). Veldig lite er kjent om
funksjonen til Blimp-1 hos teleoster ut over at cDNA er isolert fra teleost artene
zebrafisk og blasefisk (Ohtani et al., 2006). Kun kortere cDNA sekvenser er identifisert
som er antatt 3 tilhgre Blimp-1 genet er identifisert hos laks, og foreligger i genbank

(ESTer). Det eksisterer ingen ytterligere informasjon om Blimp1 fra laks.

IHC
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Figur 3: Stimulatorisk og inhibitorisk effekt ulike transkripsjonsfaktorer utgver pa hverandre ved
modning og differensiering av B-celler hos vertebrater. Pilene indikerer stimulatorisk effekt pa
uttrykkelsen av malproteinet, mens "T” indikerer inhibitoriske effekt. Figuren er hentet fra: Zwollo et al,,
2011).
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1.53 Xbpl

Dette er en "leucine zipper” transkripsjonsfaktor med avgjgrende betydning i terminal
B-celle differensiering til plasmaceller i samspill med Blimp1 (John & Garrett-Sinha,
2009; Zwollo, 2011). Ulike varianter av Xbpl er kjent, deriblant isotypen XbplI-S (Hu et
al, 2007). Det aktiverer "unfolded protein response” (UPR) gener, og bidrar til a
vedlikeholde det vegetative stadiet til plasmaceller, samt syntese av antistoff (Cenci &
Sitia, 2007). Ogsa Xbpl undertrykkes av Pax5, noe som gjgr at de uttrykkes ved
forskjellige tidspunkt i modning av B lymfocytter (Reimold et al.,, 1996). Sekvensert Xbpl
cDNA fra laks er tilgjengelig i Genbank og viser stor homogenitet til Xbpl fra
regnbuegrret, men ytterligere karakteristikk er fraveerende (accnr: NM_001252352;
Leong et al, 2010). Den beregnede molekylvekten til Xbpl fra laks er pa 29,2 kDa.

1.6 Vaksinering av laks

De benyttede metodene for vaksinering av laks er ved intraperitonale injeksjoner, oral
administrering (gjennom foret) og ved immersjon (badebehandling). Direkte injeksjon
av multivalente vaksiner med dgdt virus er det foretrukne alternativet, og virker a gi
bedre effekt en andre vaksinasjonsmetoder med samme komponenter (Valdenegro-vega
et al, 2013). Interperitonale vaksiner krever en god adjuvant og de vaksinene som
benyttes til laks har alle oljebaserte adjuvantformuleringer, som gir en langvarig
immunologisk respons (Press & Evensen, 1999). Den beste egenskapen til en god olje-
adjuvant er at den fasiliteter en sakte og jevn frigivelse av antigenet i organismen, som
igjen fgrer til en kraftigere immunrespons (Aucouturier et al, 2011). En av ulempene
med olje-adjuvant i kombinasjon med antigen er at det forarsaker lokale og til dels sveert
kraftige inflammatoriske responser ved injeksjonsstedet, blant annet fibringse
adhesjoner og granulomer (Poppe et al, 2013). Det eksisterer ingen universal optimal
adjuvant som er det beste alternativet i alle sammenhenger, og hvilken adjuvant som er
best & benytte avhenger av antigenet, art, injeksjonsrute, type immunrespons som er

gnskelig og lengden pa immuniteten.

Fra pattedyr er det imidlertid kjent at CpG ODN som aktiverer celler via TLR9
reseptoren pavirker differensieringen av modne naive B-celler til ASC og fremviser gode
egenskaper som adjuvant (Vollmer & Krieg, 2009). Tidligere arbeid gjort i var
forskningsgruppe har vist at CpG ODN aktiverer bade medfgdte- og adaptive
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immunresponser i laks (Jgrgensen et al, 2001; Jgrgensen et al, 2003; Pedersen et al,
2006; Strandskog et al, 2007; Iliev et al, 2010; Thim et al, 2012; Thim, 2013). I
kontrollerte immuniseringsforsgk har gruppen videre vist at det 8 kombinere flere ulike
TLR agonister, for eksempel CpG og poly I:C ,gir synergistiske responser sammenliknet
med hver agonist alene (Strandskog et al, 2007; Thim et al, 2012). Videre er
suboptimale doser SAV Ag og CpG/poly I:C vist & gi en signifikant beskyttelse mot SAV
sammenliknet med Ag alene (Thim et al, 2012). Det er vist fra laks at passiv
immunisering med serum fra laks smittet med PD gir opp til 100% beskyttelse i
immuniserte individ (Houghton & Ellis, 1996). I denne oppgaven undersgkes den
adaptive humorale responsen ved CpG stimulering av leukocytter in vitro, samt i

kombinasjon med SAV Ag ved et stgrre in vivo smitteforsgk.
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1.7 Problemstilling

Modning og differensiering av B-celler er en indikasjon pa aktivering av det humorale
adaptive immunforsvaret som sees blant annet ved effektiv vaksinering. Det eksisterer
veldig fa verktgy for a detektere modningen av B-cellene, og dermed aktivering av det
humorale adaptive immunsystemet hos laks. Fra pattedyr og etter hvert fra andre
teleoster, er transkripsjonsfaktorer involvert i modningen og differensieringen av B-
celler etablert som en egnete markgrer. Den stgrste fordelen med & benytte
transkripsjonsfaktorer er at de har en betydelig grad av homogenitet i bade
sammensetning og funksjon mellom ulike vertebrat phyla. Deteksjon av
transkripsjonsfaktorene kan oppnas ved en rekke ulike metoder, deriblant Western blot.
Imidlertid er disse metodene avhengig av antistoff som spesifikt gjenkjenner
aminosyresekvenser unike for det aktuelle proteinet. Veldig lite er kjent om
transkripsjonsfaktorenes betydning i immunologiske prosesser hos fisk, og
velfungerende antistoff mot disse transkripsjonsfaktorene er ikke utviklet pa laks. Malet
med denne oppgavene er a undersgke spesifisiteten til en rekke tilgjengelige antistoff
mot disse, samt a forsgke a bekrefte deres eventuelle rolle ved aktivering av

immunresponser hos laks.

Delmal 1:
Undersgke om in vitro stimulering av leukocytter fra laks med immunstimulanten/TLR-
liganden CpG ODN initierer modning og differensiering av B-celler malt ved qPCR og

Western blot med ulike Pax5 antisera.

Delmal 2:
Undersgke om kombinasjonen avimmunostimulantene/TLR-ligandene CpG ODN og
poly I:Cs har adjuvant effekt ved vaksinering med antigen fra viruset som forarsaker PD

(SAV Ag) malt ved Western blot mot ulike Pax5 antisera

Delmal 3:

Alternative metoder for isolering av leukocytter ved a benytte Perkoll-gradienter testes
med henblikk pa deres evne til 4 skille naive B-celler og plasmaceller. Metodene
evalueres ved applikasjon av ulike morfologiske undersgkelser (cytospinn og

mikroskopering) samt Western blot mot kjente markgrer hos de ulike lymfocytt-typene.
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2 Materiale og metode

2.1 Forsgkfisk og organuttak

2.1.1 Forspksfisk

Forsgksfiskene benyttet i denne masteroppgaven var Atlantisk laks (Salmo salar L.) fra
Aqua Gen. Fiskene ble hentet fra Havbruksstasjonen i Karvika pa Ringvassgy. Til
uttakene ble det benyttet to grupper fisk. Den fgrste gruppen med fisk bestod av
uvaksinert laks med en vekt mellom 300 og 900 gram. Denne fisken ble benyttet til
celleisolering for videre optimalisering av metode for isolering av leukocytter fra milt,

hodenyre og blod, samt til in vitro stimulering med CpG.

En annen gruppe fisk ble benyttet til in vivo immuniseringsforsgket. Denne fisken veide
omtrent 155 g ved forsgksoppstart. Ved de pafglgende uttakene veide fisken i
gjennomsnitt henholdsvis 192, 239 og 297g. Fisken ble bedgvd med anbefalt dose

benzokain, og avlivet med et slag mot hodet.

2.1.2 Organuttak

Etter avliving ble fisken blodtappet ved bruk av vacutainer stukket inn i Vena caudalis i
bakkant av gattfinnen. Buken ble dpnet, fgr milt og hodenyre ble fiernet med skalpell og
pinsett uten a fa med omkringliggende bindevev og organer. Organene ble overfgrt til 50
ml rgr tilsatt 10 ml Leibovitz's L-15 medium (Life Technologies, Gibco®) tilsatt 20 U/ml
heparin (LEO pharma AS) og 2% fgtalt kalveserum (Biochrom AG)), 60 pl/ml Penecillin,
og 100 pl/ml Streptomycin/Penicillin (Gibco®, Life Technologies). Skalpellspiss ble

byttet mellom hver fisk, og annet utstyr desinfisert ved avbrenning.

2.1.3 Isolering av leukocytter

[solering av leukocytter ble gjort som beskrevet av Jgrgensen et al, 2001). Perkoll bestar
av colloidale silica partikler som danner diskontinuerlige tetthetsgradienter nar ulike
konsentrasjoner tilsettes i samme rgr. Etter sentrifugering vil den spesifikke tettheten til

ulike leukocytter gjgre at de skilles fra hverandre. Den anvendte metoden benyttet 25%
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og 54% perkoll-gradienter, hvor leukocyttene ble hentet fra fra 54% gradienten. Som en
del av oppgaven ble uttesting av 42%, 50%, 54%, 62% og 70% perkoll-gradienter
undersgkt, med utgangspunkt i fremgangsmaten beskrevet av Jgrgensen et al., 2001.
Rgde blodceller har en stgrre tetthet/egenvekt, og vil etter sentrifugering legge seg pa
bunnen av rgrene. Leukocytter vil i teorien da foreligge gverst i 54% perkollgradienten,
og kan deretter overfgres derfra til nye rgr. For & avgjgre celletettheten, og tillage
gnskede cellekonsentrasjoner, ma cellene telles. Nucleocounter YC-100 (Chemometec)
er benyttet i disse forsgkene. En kjent mengde cellesuspensjon (100 pl) ble overfgrt til
rgr og blandet med en komponent som lyserer cellemembranene, fgr en buffer tilsettes.
Deler av prgvematerialet overfgres til tellekasetter som teller antallet frie cellekjerner i

prgven.

Pa laboratoriet ble organene homogenisert ved sprgytestempel og gjennom
cellestrainere (Falcon cell strainer 100 um) til nye 50 ml rgr. Sprgytestempelet ble gnidd
og presset mot organet under Kkontinuerlig tilfgrsel av resterende L-15 medium.
Cellesuspensjonene ble deretter overfgrt Perkoll-gradienter (Pharmacia) for isolering av
leukocytter fra cellesuspensjonen. Ut fra en 90% Perkoll (GE healtcare) utgangslgsning

og 0,4 ml L-15 ble de ulike tetthetsgradientene tillaget (tabell 1).

Cellesuspensjon tilsatt til rgr med perkoll-gradienter ble sentrifugert pa 400g (1800
rpm) ved 4°C i 40 minutter. Den hvite leukocyttfasen ble anriket mellom de to fasene og
deretter overfgrt i nye sentrifugergr. Cellene ble vasket to ganger i kaldt L-15 uten
heparin ved sentrifugering pa 300g (1400 rpm) i 10 minutter. Cellepelleten ble deretter
resuspendert i 5 ml L-15 tilsatt antibiotika (beskrevet ovenfor) og 0,1% FCS.

Hundre pl resuspendert cellesuspensjon ble blandet med 100 pl Cell counting lysis
buffer (Chemometec) og 100 pl Cell counting stabilizing buffer, og overfgrt pa merkede
eppendorfrgr. Etter vortex og applikasjon til tellekasetter vil NukleoCounter telle antall
cellekjerner som dermed vil veere et mal pa antall celler i prgven. Konsentrasjonen av
celler ble justert til gnsket celletall og sadd ut i celletellingsbrett, eller lysert direkte for
videre analyse med Western Blotting (se nedenfor). Brettene ble deretter oppbevart i

inkubasjonsskap ved 14°C.
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2.1.4 Isolering av leukocytter fra multiple gradienter

Det ble gjennomfgrt to forsgk med celleisolering hvor formalet var a teste ulike
gradienter. Fgrste forsgk ble de gjennomfgrt med 5 ulike tettheter (25%, 50%, 54%,
62% og 70%) med 4 ml av hver tetthet i 50 ml Falconrgr. I det andre forsgket ble
gradienter med tetthet 25%, 42% og 54% benyttet, hvor leukocyttene anrikes over 42%
og 54% gradienten. Det ble i dette forsgket ogsa tatt prgver fra blod, i tillegg til

hodenyre og milt.

Fgrste steg i denne prosedyren var hgsting av organer fra hodenyre og milt med samme

metode som tidligere beskrevet. Organene ble hgstet fra laks pd omtrentlig 400 gram.

| fgrste forsgk (tabell 1) ble 4 ml av hver lgsning tilsatt til 50 ml rgr. Lgsningen med
hgyest tetthet (70%) ble tilsatt fagrst, deretter den med nest hgyest tetthet (62%) osv,
slik at det ble dannet tydelige tetthetsfaser. Rgrene ble satt til side i 30 min, slik at
gradientene ble ordentlig stabilisert. Deretter ble 10 ml med de ulike homogeniserte
cellesuspensjonene (6 fra hodenyre og 3 fra milt) tilsatt i sine respektive gradientrgr.
Cellene ble spunnet ned ved 400g i 40 minutter. Etter dette ble cellene som 13 pa toppen
av 50%, 54%, 62% og 70% gradienten overfgrt til 10 ml falconrgr i plast. De ble
sentrifugert ved 500g i 5 minutter. Celletallet ble bestemt ved avlesning i
NucleoCounter. Prgvene ble resuspendert i 1,5 ml L-15 medium, sadd ut pa et 24
brgnners brett, og satt i inkuberingsskap pa 14°C. Disse ble benyttet til Western blot og
Cytospinn.
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Tabell 1: Oversikt over mengdeforholdet mellom 90% perkoll utgangslgsning, L-15 medium/PBS

og Heparin som ble tilsatt for 4 danne de ulike tetthetene i gradientforsgket

Volum (ml) | Tetthet (%) 90% Perkoll (ml) L-15 eller PBS (ml) Heparin (ml)

75 25 20,6 54,4 0,3
50 42 25,3 24,7 0,2
50 50 27,5 22,5 0,2
50 54 29,7 20,3 0,2
50 62 34,1 15,9 0,2
50 70 38,5 11,5 0,2

I det andre forsgket ble 25%, 42% og 54% perkoll-gradienter benyttet til isolering av
leukocytter fra blod, milt og hodenyre. Prgvene fra blod ble sddd ut 2x10° celler/ml for
42% gradienten, og 7x10° celler/ml | for 54% gradienten. Fra milt ble det sadd ut 2x10°
celler/ml pa brettene for alle prgvene, mens det fra hodenyre ble justert til 7x106
celler/ml. Det ble sddd ut 1 ml cellesuspensjon med nevnte konsentrasjoner i 24

brgnners brett (Nunc). Disse cellene ble benyttet til Western blot og Cytospinn.

2.2 Stimulering av leukocytter fra hodenyre og milt med CpG ODN.

Til disse forsgkene ble 1 x 107 celler/ml sadd ut i 24 brgnners brett (Nunc), fortynnet i
L-15 medium tilsatt 0,1 % FCS. Cellen ble stimulert med syntetiske CpG oligonukleotider
klasse B (2 uM). Kontrollbrgnner ble kun tilsatt medium. Platene ble inkubert ved 14°C

etter stimulering.
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2.3 Hgsting av leukocytter fra fornyre og milt til Western blot

2.3.1 Ikke-adherente celler

Celler og cellemedium fra ikke-adherente milt og hodenyre leukocytter ble hgstet 1, 3-4,
7, og 12 dager etter CpG-stimulering. Prgvene ble deretter sentrifugert pa 400x g i 5
minutter ved 49C og oppbevart i isoporbokser pa is under det videre arbeidet.
Supernatantene ble tatt vare pa og overfgrt til nye rgr. Cellepelleten ble resuspendert i
500 ul kald PBS og sentrifugert pa nytt ved 400g i 5 min ved 4°C. Deretter ble
cellepelleten tilsatt ferdigstilt sample-buffer slik at cellekonsentrasjonen ble omtrent 1

million celler/10 pl.

Samplebufferen bestod av 1000 ul 4x NuPAGE™ litium dodecyl sulfat (LDS) sample
buffer (Novex®, Life technologies), 200 pl 10x NuPAGE™ Sample Reducing agent (Novex®
Life technologies), 400 pl 10% SDS og 400 ul MilliQ H20. Pelleten ble resuspenderet og
prgvene ble inkubert ved 90°C i 5 minutter, og sentrifugert pa 12 000x g ved 4°C i 5

minutter. Frem til anvendelse ble de lagret ved -80°C

Cellesupernatantene (50 pl) ble overfgrt til nye eppendorfrgr, og tilsatt 50 pl
samplebuffer. Resten av prosedyren var identisk med den for cellepelleten, inntil videre

oppkonsentrering.

2.3.2 Adherente celler

For prgvetaking av adherente celler fra fornyre ble mediet fgrst fjernet. Deretter ble
brgnnene tilsatt 0,5 ml PBS midt i brgnnen for & vaske bort resterende non-adherente
celler. Dette ble sugd bort ved a holde pipettespissen nede ved kanten av brgnnene.
Vaskingen ble gjentatt ytterligere en gang. Deretter ble 50 pl samplebuffer tilsatt direkte
i de tomme brgnnene. Pipettéring opp og ned 5-6 ganger, og skraping i brgnnen med
pipettespissen sgrget for at mest mulig av de adherente cellene ble lgst opp i
samplebufferen. Prgvene ble deretter kokt i 5 minutter pa 90°C, sentrifugert pa 12 000x
gved 4°Ci 5 minutter. Alle prgvene ble videre oppbevart ved -80°C.

2.3.3 Sonikering av prgver
Prgvene som ble benyttet til western blot ble sonikert fgr blotting. Dette kunne gjgres

for provene ble fryst, eller fgr blottingen. Alle prgvene som skulle sonikeres ble
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oppbevart pa is under arbeidet, og sonikeringen foregikk direkte i eppendorfrgrene.
Sonikeéringstuppen ble fgrst vasket i 70% etanol, fgr den ble skylt i MilliQ (destillert
H20). Deretter ble den fgrt godt ned i prgvene for & hindre spruting. Det ble pulsert
sammenhengende i omtrent 10 sekunder for hver prgve, som deretter ble satt tilbake pa

is. Tuppen ble igjen vasket i etanol og skylt i MilliQ fgr sonikéring av neste prgve.

2.3.4 Oppkonsentrering av supernatanter

Cellesuspensjoner sadd ut pa cellebrett og inkubert ved 14°C vil ved tilfgrsel av medium
(L-15) kunne vedlikeholde det vegetative stadiet i flere dager. Cellene vil skille ut
ekstracelluleere proteiner direkte til det omkringliggende miljg. Etter sentrifugering kan
cellene skilles fra denne supernatanten, og supernatanten kan undersgkes videre. Et
problem er at konsentrasjonen av disse ekstracelluleere proteinene na er sa lav at de
vanskelig lar seg pavise direkte i western blot. Metode for oppkonsentrering av
proteiner i supernatanter med "Amicon® Ultra-0.5 centrifugal Filter Device” ble dermed

uttestet.

Nedfryste supernatanter ble tint pa is, og 500 pul prgvemateriale ble applisert til Ultra-05
kammer (Amicon®) stdende i mikrosenterifugergr. Prgvene ble sentrifugert ved 4°C og
14 000x g i 20 minutter. Kamrene ble plassert opp-ned i nye mikrosentrifugergr, og
sentrifugert ved 4°C og 1000x g i 2 minutter. Prgvene ble deretter tilsatt samplebuffer
med blandingsforhold 1:1, kokt og oppbevart ved -80°C inntil bruk.

2.4 RealTime Polymerase Chain reaction (qPCR)

2.4.1 Sampling av leukocytter (RNA) fra fornyre og milt til PCR
Prosedyre for organuttak, celleisolering og CpG stimulering var lik prosedyren
beskrevet tidligere for proteiner. Tre stimulerte og 3 ustimulerte kontrollbrgnner fra

milt og hodenyre ble samplet 24 og 48 timer etter stimulering med CpG.

Cellene ble spunnet ned pa 400 rcf i 5 minutter. Supernatanten ble fjernet, og brgnnene
vasket i 400 pl kald PBS. PBS ble deretter fjernet og kastet. 350 pul TRIzol® reagens ble
tilsatt direkte i brgnnene. Det ble skrapt godt under applisering av lysisbuffer, og
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lgsningen ble blandet med pipette 5-6 ganger. Cellelysatet ble overfgrt til merkede
eppendorfrgr og frosset pa -700C.

2.4.2 RNA Isolering

Genuttrykket kan kvantifiseres fra den detekterbar mengde av genets spesifikke mRNA
produkt i cellen. Disse mRNA-molekylene ma dermed isoleres intakt fra celle-lysatet.
Den anvendte metoden er basert pa en metode utarbeidet av Chomzynski o0& Sacchi,
1987. En lgsning av fenol og guanidin isoticocyanat lyserer cellene, uten at mRNA
denatureres. mRNA ble isolert med RNase®Mini Kitt (Qiagen) etter instruksjoner fra
produsent. Det ble ogsa benyttet RNase fritt vann og etanol for & hindre degradering ved

ribonukeaser (RNaser).

PCR-strips ble brukt til alikotering og fortynninger av RNA. 12 prgver med bade CpG

stimulerte celler, samt kontrollceller fra milt og hodenyre ble benyttet.

Prgvene som hadde blitt samplet ble tint i isoporbokser med is, og oppbevart her mens
arbeidet pagikk. Det ble tilsatt 350 pl 70% RNase fritt etanol til alle prgvene, og blandet
godt. Hele volumet fra hvert rgr (700 pl) ble tilsatt pa hver sin merkede RNA spinn
kolonne, og spunnet ned i 30 sekunder ved 11 000 rcf. Det ble deretter tilsatt 350 pl
RW1-buffer, og spunnet ned i 30 sekunder ved 8000 rcf. DNAse lgsningen ble tillaget
ved a blande 10 ul DNAse til 70 ul DNAse buffer. Disse 80 ul ble tilsatt til sine respektive
kolonner, og ble inkubert 15 minutter ved romtemperatur. Innholdet fra
elueringsrgrene ble tgmt ut, og nye 350 ul RW1 buffer ble tilsatt og spunnet ned ved
samme hastighet i 30 sekunder. Deretter ble elueringsrgrene skiftet og 500 ul RPE ble
tilsatt hver kolonne. Rgrene ble vendt noen ganger fgr de ble spunnet ned ved 11 000 rcf
i 30 sekunder. Vaesken som hadde gatt gjennom kolonnen ble tgmt ut. Deretter ble nye
500 pl tilsatt pa kolonnen, blandet, og spunnet ned i 2 minutter ved 11 000 rcf.
Elueringsrgret ble igjen byttet. Det ble spunnet ned ett ekstra minutt pa 20 000 rcf for a
sgrge for at all veeske hadde passert gjennom kolonnen. Kolonnene ble deretter overfgrt
til eppendorfrgr, merket RNA eluering, og tilsatt 35 ul dH.O forsiktig midt pa
membranen i kolonnen. Dette ble spunnet ned i 1 minutt ved 11 000 rcf.
Konsentrasjonen ble deretter malt ved Nanodrop® ND-1000 spektrofotometer. RNA
lgsningen ble videre overfgrt og fortynnet til 200 ng/ pl i tidligere merkede PCR-strips
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(8 rgrs) med utgangspunkt i de ulike konsentrasjonene malt ved hjelp av NanoDrop
spectrophotometer (ND-1000, Thermo Fisher Scientific). Prgvene ble avslutningsvis

frosset og oppbevart pa -809C inntil videre bruk.

2.4.3 cDNA syntese:

Ved a utnytte egenskapene til enzymet revers transkriptase kan en komplementaer DNA
trdd (cDNA) dannes fra et mRNA molekyl. Revers transkriptase binder til mRNA
molekylet ved a gjenkjenne spesifikke primere (oligonukleotider), i dette tilfellet
random hexamers. [ dette forsgket ble Tagman Reverse Transkriptase kit (Life
Technologies) med random hexamers benyttet. DNA syntesen er en tre stegs prosess
som inkluderer tilhefting av nukleotider, elongering av DNA traden, og degradering av
mRNA traden i 2720 Thermal Cycler (Applied biosystems). Prgvene gikk 10 min ved
259C, 30 min ved 48°C og 5 min ved 95°C, fgr temperaturen ble senket til 4°C. En ssDNA
trad ble syntetisert fra hvert mRNA molekyl i lgsningen. Korte gjenveerende mRNA
sekvenser i 5" enden fungerte som primer ved syntetisering av det dobbeltradige cDNA

molekylet utfgrt av enzymet DNA polymerase.

Fgr start ble det tillaget 2 sett med PCR-strips; en for 1:1 cDNA, og en annen for 1:10
fortynnet cDNA. Alle reagensene ble oppbevart pa is under arbeidet, og Multiscribe RT
ble oppbevart i fryseren inntil den ble benyttet. Under cDNA syntesen ble 90 pl vann og
10 ul RNA tilsatt PCR-strips merket 1:10 cDNA. Lgsningen ble blandet, og oppbevart pa -
209C. Konsentrasjon og mengde av de ulike reagensene som ble benyttet foreligger i

tabell 2.
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Tabell 2: Konsentrasjon av reagenser benyttet i cDNA syntesen

20 pl reaksjoner 1x (ul) 42x (ul)
10x buffer 2.0 84.0
MgCI2 4.4 185.0
dNTPs 4.0 168.0
Random hexamers 1.0 42.0
RNase inhibitorer 0.4 16.8
Multiscribe RT 0.5 21.0
dH.0 5.7 240.0
RNA 2.0 -

Alle reagensene (unntatt RNA) ble blandet i eppendorfrgr, hvor multiscribe RT ble tilsatt
til slutt. 18 pl av av blandingen (minus RNA) fra tabellen over ble tilsatt til PCR-strips
merket 1:1 cDNA. Deretter ble 2 pul RNA tilsatt, og den resterende mengden ble
oppbevart pa is under arbeidet. Til slutt ble cDNA syntesen utfgrt i Thermal Cycler med
259C i 10 minutter, 48 °C i 30 minutter, og 95 °C i 5 minutter. Etter siste trinn ble

temperaturen senket til 4 °C.

2.4.4 Kvantitativ Real Time Polymerase Chain Reaction (qPCR)

"Polymerase Chain Reaction” er en enkel og billig metode for & oppkonsentrere
spesifikke DNA sekvenser fra kun et fatall templater utviklet av nobelprisvinner i kjemi,
Karry Mullis. qPCR er en kvantitativ variant av PCR utviklet for eksponentiell
amplifisering av kortere (100-600 bp) sekvenser fra lengre DNA eller cDNA segmenter.
Det fluoriserende fargestoffet som binder til alt dsDNA avgir lys i en kjent bglgelengde
som males ved et lyssensitivt kamera i gPCR maskinen. Mengden fluorosens indikerer
mengden av gentranskripter i sann tid (realtime). Nar amplifiseringen er i den
eksponentielle fasen, vil fluorescensen overstige en forhdandsbestemt “threshold”-
fluorosens styrke. Det antallet sykluser prgven ved dette tidspunktet har gjennomgatt

defineres som thresholdsyklusen (Cq). Denne verdien vil derfor kunne inverst relateres
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til mengden cDNA. En hgy Cq verdi vil dermed indikere en lav utgangskonsentrasjon av

cDNA, og omvendt (Hunt M - Real Time PCR).

Det er enzymet DNA polymerase som syntetiserer en komplementeer basesekvens fra
enkeltradige DNA molekyler (ssDNA). Korte komplementaere sekvenser av det genet en
gnsker & amplifisere, kalt primere, kan tilsettes. Primere binder til disse spesifikke
sekvensene pa DNA molekylet, og gjgr at DNA polymerase kan binde og starte
syntetiseringen. En PCR reaksjon skjer ved ulike temperaturer. Fgrst gkes temperaturen
i prgven til 950C. Dette skiller dsDNA til to ssDNA-molekyler. Deretter senkes
temperaturen til 50°C, som stimulerer primerene til 4 binde DNAet. Siste trinn er & gke
temperaturen til 729C den optimale temperaturen for polymerasen. Disse syklusene kan

gjentas, og fgre til en eksponentiell amplifisering av det gnskede genet (Amrita, 2014).

[ dette forsgket ble assayet TagMan® Kkittet benyttet. Dette Kkittet bestar av en
fluoriserende ”"probe” koblet til to fluoriserende fargestoff. Det ene er "reporter”
fargestoffet med hgy fluorosens, mens det andre er en “quencher” med lavere
fluorosens. Nar disse to komponentene foreligger i neaer tilknyttning til hverandre vil
quencheren som avgir rgd fluorosens absorbere lys fra "reporter’”domenet, som avgir
grgnn fluorosens. Denne effekten kalles "Flourescense Resonance Energy Transfer”,
eller FRET. Nar "proben” gjenkjenner den spesifikke malsekvensen, vil 5nuklease
aktiviteten til proben klgyve av quencheren, slik at "reporteren” avgir fluorosens med
hgyere intensitet. En gkende intensitet indikerer flere bundne prober, og dermed flere

cDNA molekyl med den spesifikke malsekvensen (Life Technologies, 2012).

En potensiell feilkilde er tilstedevarelsen av homologe malsekvenser proben kan binde
til. Det er dermed viktig at proben er unik for malsekvensen, og binder den med hgy

spesifisitet.

Det ble her kjgrt qPCR for a male uttrykket av Mx, membranbundet IgM og
elongeringsfaktor (EF1aB).. Prgvene ble oppbevart pa isoporbokser med is, dekket med
aluminiumsfolie. Det ble jobbet i avtrekkskap pa en egen Real Time PCR lab. Det ble
tillaget tripletter av prgvene, altsa tre RT-PCR reaksjoner for hver prgve. Det ble kjgrt
24x3 prgver, samt 2 kontrollprgver, og 2 prgver med kun vann. Til hver prgve ble det

tilsatt fglgende konsentrasjon med reagenser
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Tabell 3: Konsentrasjon av komponenter benyttet til gPCR

Reagens Elongeringsfaktor 1A (ul) | Membranbundet IgM | MX (ul
(ul)

Mastermix 10 10 10
Forward primer 0.18 0.08 0.08
Reverse primer 0.18 0.08 0.08
Probe 0.5 0.4 0.4
Rnasefritt H20 6.6 6.94 6.94
cDNA 2.5 2.5 2.5

Mastermiks (FW, RW, probe og vann) ble tilsatt i nevnte rekkefglge med riktige
konsentrasjoner (tabell 3) til PCR-strips, som ble vortekset og sentrifugert. 17.5 pl
mastermix ble pipetert til hver sin brgnn i 96 brgnners fast optical brett, og 2,5 pl cDNA
ble deretter tilsatt. Brettene ble sentrifugert, og qPCR sykluser pa til sammen 40

minutter ble kjgrt.

2.5 Western blotting

Western blotting er en teknikk for a pavise spesifikke proteiner ved hjelp av antistoffer.
Proteiner i en prgve, som kan vare et lysat av celler eller vev, separeres etter stgrrelse
ved gel elektroforese. Deretter overfgres proteinene til en membran av polyvinyliden
flouride (PVDF). Membranen eksponeres deretter for et antistoff rettet mot det
proteinet en gnsker & detektere. Et sekundeert antistoff konjugert til en
kjemisk/fluoriserende komponent inkluderes. Sekundzert antistoff binder til primaere
antistoff som igjen er bundet til proteinet. Ved deretter a vaske bort alle ubundne
antistoff og eksponere membranen, vil bundne antistoff avgi et kjemoluminiserende
eller fluoriserende lys, alt avhengig av hvilke metode som benyttes. Westernblott bestar

av en rekke ulike steg som inkluderer:
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1. Preparering av prgvematerialet med proteinene (hgsting av cellelysat, koking,
sonikering, sentrifugering osv) som beskrevet tidligere.

Separering av proteinene ved gel-elektroforese (SDS-PAGE).

Overfgrsel av proteinene til membran (blotting).

Blokkering av uspesifikke bindingssteder pa membranen.

SR

Eksponering av membranen for et primeert antistoff rettet mot proteinet en
gnsker a detektere og videre for et sekundeert antistoff konjugert til en markgr.
6. Fremkalling av membranen.

7. Eventuell stripping av membranen ved gjenbruk.

2.5.1 SDS polyacrylamid-gel elektroforese (SDS-PAGE)

SDS-PAGE er en metode hvor ufoldede proteiner med negativ ladning kjgres gjennom
en gel mot en anode. Gelen bestar av porer som gjgr at store proteiner vandrer fortere
enn sma proteiner gjennom gelen. Proteinene skilles dermed fra hverandre grunnet

elektrokjemisk og stgrrelsesrelaterte egenskaper

Proteinprgvene appliseres i individuelle brgnner pa en gel av polyakrylamid. Aggregerte
monomerer av polyakrylamid lager porer med en gnskelig diameter som selekterer
proteinene etter stgrrelse. En kraftig negativ detergent i form av Natrium Dodecyl Sulfat
(SDS) ma ogsa tilsettes. SDS binder til hydrofobe regioner pa proteinene, bryter
foldingene, og omgjgr de til utstrakte polypeptidkjeder. I tillegg tilsettes en reduserende
komponent som bryter disulfid-broene, enten direkte i prgvematerialet eller i brgnnene.
Disse komponentene er ngdvendig for & bryte ned komplekser og sgrge for at selv

subenheter av proteiner skal kunne vandre gjennom porene.

Proteinene foreligger nd som enkle polypeptidtrader med bundne SDS molekyler.
Polypeptidkjedenes egentlige ladning maskeres av den negative ladningen til SDS, og
netto ladning til molekylene avhenger na kun av stgrrelsen til peptidtraden. Alle
proteinene vil vandre mot en positiv ladning tilfgrt i motsatt ende av gelen. Stgrrelsen til
kortere peptidtrader vil imidlertid gjgre at de vandrer fortere gjennom gelen enn lengre
peptidtrader. Etter endt kjgring av gel vil dermed mange isolerte proteinband ha dannet

seg langs gelens lengderetning (Alberts et al,, 2008).
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I mine forsgk ble det benyttet 12, 15 og 17 brgnners Nu PAGE 4-12% Bis-Tris geler
(Novex®). Disse ble vasket med en 1x running buffer (50 ml NuPAGE™ MOPS SDS
Running Buffer (Novex®). Stgrrelsesmarkgren Magic Mark® XP Western Protein
Standard (Novex® ) ble tilsatt i en eller to av brgnnene. Applikasjonsvolumet av
prgvemateriale var avhengig av antall brgnner pa gelen som ble benyttet (tabell 4). Rett
for kjgring ble ogsa 500 pul NuPAGE™ Antioksidant (Novex®) tilsatt direkte til det indre
kammeret. Gelene ble kjgrt pa 200V i 35-45 minutter, til fronten var % cm fra bunnen av

gelen.

Tabell 4: Applisert volum prgvemateriale i forskjellige geler

12 brgnners gel 15 brgnners gel 17 brgnners gel
Applisert
terial '
prgvemateriale 1 18-20 16 12
hver brgnn (ul)

2.5.2 Blotting

Proteinoverfgrsel fra gel til membranen skjer vanligvis ved en "vat” elektroforese
teknikk. Her ligger blottemembran og gel i naer tilknytning til hverandre i lukkede
kassetter med svamper, og omgitt av en buffer som leder elektrisitet. Organisering i

blottekasseten illustreres i figur 4 .

I mine forsgk ble to ulike fremkallingsmetoder benyttet; kjemoluminesens og infrargd
fluorescens. Til kjemoluminesens ble blottemembranen Immobilon (Millipore) I PVDF
benyttet, mens Immobilon-FL (millipore) i PVDF ble brukt ved infrargd fluorescens.
Membranen ble aktivert 5 minutter fgr SDS-PAGE var ferdigkjgrt. Aktiveringen foregikk
1 minutt i 99,8% metanol, deretter 1 minutt i dH20, fgr den ble overfgrt til
inkuberingsbrett med 1x blottebuffer frem til bruk. Blottekassetten ble fuktet i dH20, og
filterpapir og svamper ble fuktet i 1x blottebuffer fgr bruk. Blottekasetten ble satt

sammen som vist i figur 1. Luftbobler ble fjernet mellom membran og gel og
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blottekasseten plassert i beholderen. Indre kar ble fylt opp med blottebuffer, mens det
ytre karet ble fylt opp med dH:0. Blotting ble gjennomfgrt over 60 min pa 30V.
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Figur 4: Sammensetning av svamper, filterpapir, gel og filtermembran i et blottekammer. Figur

hentet fra nettadressen: http://en.wikipedia.org/wiki/Electroblotting

2.5.3 Blokkering og inkubering med primaert og sekundaert antistoff

Et viktig trinn i prosedyren er behandling av membranen med blokkeringsbuffer.
Blokkeringsbufferen bestar som regel av proteiner som vil binde til membranen. Dette
hindrer uspesifikk binding av antistoffene som brukes til pavisning av proteinet en
gnsker a studere. Ulike blokkingbuffere benyttes ved ulike deteksjonssystemer. Ved
kjemoluminescens deteksjon brukes 5% tgrrmelk uten fett blandet i TTBS, eller bovint
serum albumin (BSA) (Sigma Aldrich). Ved fluoresens deteksjon benyttes blokkingbuffer
(Odyssey).

Etter blotting ble blottekasseten demontert og membranen ble vasket 3x 5 min i TTBS

og deretter blokkert i egnet blokkingbuffer i 30 min med risting i romtemperatur.

2.5.4 Inkubering med antistoff
Visualisering av det primaere antistoffet oppnas ved binding av et sekundert antistoff

med en av to deteksjonsmetoder. Den ene maten er bestar av sekundaert antistoff koblet
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til enzymet "horseradish perixidase” (HRP). Kjemoillumenisens med HRP er sveert

sensitiv

Deteksjon av bundne primeere antistoff med sekundzere antistoff med et pabundet
fluorokrom er en ny metode innenfor Western Blotting. Ved a benytte antistoff fra ulike
arter med fluorokromer som avgir lys i ulike bglgelengder, er muligheten for a detektere
flere antigen pa samme blot tilstede. En annen fordel med immunofluoriserende
western blot er at de bundne sekundare antistoffene vil avgi en konstant mengde lys,
som vil veere tilstede i flere maneder. Denne metoden er mindre sensitiv enn
kjemoilluminesens. Uspesifikk binding fgrer til autofluorisens som kan gi mye bakgrunn

(Greenfield, 2014).

Etter blokkeringen ble membranen overfgrt til et 50 ml rgr (Falcon) og inkubert med
primert antistoff ved 4°C over natten med rotering. De primare antistoffene var
fortynnet i blokkeringsbuffer, og fortynningen av disse var avhengig av hvilke antistoff
som ble benyttet. Membranen ble vasket 3x 5 min i TTBS med riting (VIBRAX VXR Basic
(IKA®)). For fluoriserende western blot ble membranen inkubert med sekundeert
antistoff fortynnet 1:10 000 i blokkingbuffer (odyssey)/TTBS 1:1 i en lystett boks i 60
min ved romtemperatur. Det sekundaere antistoffet var enten geit anti-kanin IRDye

680/800 nm (Li-Core), eller geit anti mus IRDye 680/800 nm (Li-Core).

For kjemoluminiserende Western blot ble membranen inkuberti 1:10 000 fortynning av
det sekundeere antistoffet fortynnet i 5% tgrrmelk/TTBS ved 60 minutter. Deretter ble
primeert antistoff tilsatt (Beskrevet senere). Etter inkubering med sekundzert antistoff
ble membranen vasket 3x 5 min i TTBS ved risting. Til denne metoden ble 1:10 000
fortynning av sekundeert geit anti kanin IgG-HRP (Lot:E1313)(Santa Cruz
Biotechnologies) eller Geit anti mus IgG-HRP (Lot: E3113)(Santa Cruz Biotechnologies)
benyttet. Membranen vaskes i 3x5 min (minimum 2 utskiftinger) i TTBS pa bordshaker i
den samme boksen. For immunofluoriserende membraner matte vasken fremdelses
forega i lystette fremkallingsbokser, og siste vask fgr fremkalling ble utfgrt med TBS
uten tilsatt Tween-20 for & hindre ungdvendig bakgrunn. Etter dette kunne membranen

fremkalles.
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2.5.5 Fremkalling

Ved deteksjon med infrargd fluorescens ble fremkallingen av membranene gjort i
Odyssey CLx fremkallingsmaskin (Li-Core). Fremkallingsoverflaten i maskinen ble
vasket i 70% etanol (Sigma Aldrich) og dH20 og deretter tgrket. Membranen ble lagt i
maskinen og luftbobler som kunne redusere kvaliteten ved fremkallingen ble fjernet.

Membranene ble eksponert i mellom 15-20 min.

Etter fremkallingen kunne membranen lagres eller strippes for antistoff. Ved lagring ble
blottemembranen vasket 1 minutt i metanol, og noen minutter pa TTBS. Den ble
deretter forseglet i fremkallingsmapper (Novagen), og pakket inn i sglvfolie. De ble

oppbevart i kjgleskapet pa 4°C.

Kjemoluminiserende deteksjon av membranen ble gjort ved a tilsette 700 pl peroxide
lgsning (fremkallingslgsning A, prodnr: 1856135) blandet med 700 pl forsterker
(Fremkallingslgsning B, prodnr: 1856136) fra SuperSignal West Pico Chemoluminiscent
(prodnr: 34080) (Thermo Scientific). Membranen ble lagt i en plastboks med
proteinsiden opp, dekt med fremkallingslgsning, og deretter lagt i fremkallingsmappe.

Fremkallingen ble gjort i Molecular Imaging System (Carestream Healt).

Etter fremkallingen kunne membranen lagres eller strippes for antistoff. Ved lagring ble
membranen vasket noen minutter pa TTBS, for den ble forseglet i plastmembraner, og

pakket inn i sglvfolie. De ble oppbevart i kjgleskapet pa 4°C.

2.5.6 Reinkubering og stripping

Membranen kunne direkte reinkuberes med loadingkontroll. Benyttet loadingkontroll
var enten aktin anti mus/kanin (sigma-Aldrich), eller elongeringsfaktor2 anti kanin (Cell
Signaling) ved fluorosens. Membranen ble vasket 3x5 minutter med TTBS etter endt
kjgring, og inkubert over natten med et nytt primeert antistoff. Neste dag ble det vasket

pa nytt i 3x5 minutter med TTBS, fgr det ble inkubert med sekundaert antistoff.

Stripping av membran ved kjemoluminiserende deteksjon ble gjort i 0,2M NaOH i 10
minutter. Membranen ble deretter vasket i 3x5 min i dH20 fgrst, og deretter 3x 5 min i
TTBS. Membranen kunne na reinkuberes med primeert antistoff. For fluorescens ble det

benyttet odyssey Newblot™ PVDF stripping buffer (Li-Core).
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2.6 Selektering av IgM*leukocyttfraksjoner

Dette er en metode for a skille leukocytter som fremviser membranbundet IgM (Naive
B-celler og plasmablaster) fra leukocytter som ikke gjgr det. Magnetiske PAN Mouse,
CELLection Dynabeads (Invitrogen) er dekket med bindigsseter for antistoff. I dette
tilfellet benyttes et antistoff spesifikt for membranbundet IgM (IgF1-18) fremvist av
leukocytter. Etter en viss tid vil antistoff binde til IgM, som deretter overfgres til
Dynabeads. Antistoffet binder dermed til bindingssetene pa Dynabeads. Ved & benytte
en magnet kan kulene midlertidig fikseres, som tillater at ubundne celler fjernes fra

prgvene.

Hgstede celler ble spunnet ned pa 600x g i eppendorfrgr, og 0,5 ml av antistoffet
fortynnet 1:300 i L-15 5% FBS, ble tilsatt pr. 7x10¢ celler, og satt pa is i 30 min. Samtidig
ble 30ul dynabeads/7x10¢leukocytter klargjort. Dynabeads ble vasket 3 ganger i 1 ml
PBS. Cellene tilsatt 1 ml PBS + 2% FBS ble spunnet ned i 5 minutter ved 600 x g.
Supernatant ble fjernet, og 0,5 ml PBS + 2% FBS ble tilsatt til hver prgve. Dynabeads
(30ul dynabeads/7x10¢ i 1 ml PBS + 2% FBS) ble deretter tilsatt pa eppendorfrgr,
resuspendert, og satt pa motor i 30 min ved 49C. Deretter ble rgrene plassert pa
magneten i 2 minutter og vasket 2 ganger. Ved fgrste vask ble Ig- fraksjonen samplet og
oppbevart pa is. Deretter ble 200 ul L-15 10% FBS med 4 pl DNase/prgve tilsatt til
hvert eppendorfrgr, og inkubert ved romtemperatur i 15 min under kontinuerlig
blanding. Neste trinn var vigorgs pippetering av prgvene (5-10 ganger), fgr de ble
plassert pa magneten i 2 min. Ig* fraksjonen var na fri i prgven, og ble overfgrt til rgr
med 2 ml L15 + 10% FBS. Dette trinnet ble gjentatt 3 ganger. Prgvene ble sa samplet
som beskrevet i pkt. 2.3.1.

2.7 Anrikning av IgM med protein A og G.

Det har vist seg vanskelig & detektere proteiner ved Western blot fra serum som er et
velkjentkjent problem ved Western blot av serum. Tidligere er metode for a
oppkonsentrere supernatanter beskrevet. Her er metode for anrikning av proteinet

(IgM) fra en serumprgve beskrevet.

Fgrst ble 50 pl Protein A og 50 pl protein G tilsatt i samme elueringsrgr. Deretter ble 400

ul PBS tilsatt i elueringsrgrene fgr det ble spunnet ned pa bordspinner, og vaske ble
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tgmt ut. Dette ble gjentatt 5 ganger. Hundre pl Serum fra laks og 600 pl PBS ble deretter
tilsatt i elueringsrgret med proteinkulene og inkubert i 2 timer. Etter to timer ble
innholdet i elueringsrgret overfgrt til eppendorfrgr, som deretter ble spunnet ned og
vaesken kastet. Deretter ble 400 ul PBS tilsatt, spunnet ned, og vaesken kastet pa nytt.
Dette ble gjentatt 3 ganger. Deretter ble kulene overfgrt til et nytt eppendorfrgr ved help
av 1000 pl pipetter med avklipt tupp, noe som gjorde at kulene fikk plass.
Eppendorfrgret ble deretter tilsatt 200 pl kald PBS, og 200 ul LDS sample buffer. Prgven
ble kokt pa 90°C i 5 minutter, sentrifugert pa 12 000 rcf i 5 minutter fgr de ble
nedkjglt/fryst.

2.8 Tillaging av cytospinnpreparater og farging av celler med May
Giinwald/Giemsa

Cytospinn er en metode som brukes for a feste og immobilisere celler som vokser i
lgsning/non adherente til et underlag (objektglass). Dette gjgr at morfologien til cellene
i prgven kan undersgkes direkte, eller inkuberes med antistoff (immunostaining) for a
undersgke tilstedeveerelse/plassering til spesifikke markgrer inne i celler. I dette
forsgket er det fokus pa morfologi for & eventuelt identifisere tilstedevearelsen til B-
celler og plasmaceller fra prgvene (pkt 3.2). For a kunne se cellene ma de farges, og ved
disse forsgkene ble May Griinwald- og Giemsafarger benyttet. Dette er en fargemetode
som kombinerer metylen blatt (basisk), azures (Basisk) og eosin (Syre) farge. Den
positive ladningen til de basiske fargene gjgr at de farger cellekjerner, granuler til
basofile granulocytter og RNA til hvite blodceller. Eosin er negativt ladet og gjgr at
cellekjerner til rgde blodceller og granuler til eosinofile granulocytter farges. Altsa
farges cellekjernen til rgde blodceller réd mens hvite blodcellers cellekjerne farges bla

(Koh, 2013).

Applikasjonsvolumet i cytospinnkasettene var 250 pl, og medfgrte at prgvematerialet
matte fortynnes med L-15 i eppendorfrgr for a gi det optimale celleantallet.
Eppendorfrgrene ble vortekset og applisert til tellekasetter. Tellekassettene av plast ble
utstyrt med merkede objektglass, og uthulede filterpapir tillaget fra en eksisterende mal.
Kassettene ble plassert i Cyto-Tek® (Sakura). Celleprgvene ble fortynnet i L-15 slik at
omtrentlig 80 000 celler ble applisert til kassettene. Cytospinneren ble kjgrt pa 2000

rpm i 5 minutter
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Etter cytospinn ble cellene fiksert i metanol i 10 minutter ved romtemperatur. Deretter
ble de farget med May-Griinwald (Accustain, Sigma Aldrich) fargestoff i 5 minutter.
Neste trinn var tilfarging med Giemsafarge (Sigma Aldrich) fortynnet 1:10 i dH20 i 25
min. Deretter ble de hurtig skylt med dH20, og tgrket. Preparatene ble sa mikroskopert.
Det ble tatt representative bilder ved bruk av 10x og 40x ganger objektivene.

2.9 Invivo immuniseringsforsgk

Hensikten med forsgket som involverte 430 laks var & utprgve nye metoder som kan
forbedre og forenkle arbeidet med B-celler fra fisk. I tillegg @nsket vi & undersgke
markgrer forbundet med lokalisering og modning av B-celler og Antigen Sekreterende
Celler (ASC). In vivo er et ypperlig virkemiddel for best & kunne observere effekten av
vaksiner i en levende organisme. Det gir ogsa et mer nyansert bilde av endringene av
celluleere markgrer, samt et korrekt tidsperspektiv. Fisken benyttet i dette forsgk ble
delt i fire ulike grupper, som hver ble vaksinert med ulike kombinasjoner av

immunostimulanter.

2.9.1 Forsgksfisk og forsgksgrupper
All fisken gikk med 24 timer lys i kar pa universitetets havbruksstasjon i Karvika.
Temperaturen i karene ble gkt fra (4°C) til 12°C en uke fgr immunisering. Foring

foregikk etter fiskens egen appetitt, men ble stoppet dagen fgr uttakene.

Et 2x konsentrert SAV antigen (PD) blandes med "dilution buffer”. Viruset som antigenet
er basert pa ble konstruert fra F93-125 (SAV1) virus stammen, og dyrket frem i CHSE-
214 Cellelinjen, fgr det ble aktivert. Formuleringen benyttet tilhgrer MSD Animal Health
(Bergen, Norge), og ingen ytterligere informasjon om bufferen ble vedlagt. SAV antigen
formuleringen ble enten brukt alene, eller i kombinasjon med immunstimulantene
CpG/polylC. Phosphorithioate-modifisert CpG ODN fra Thermo Scientific, Ulm, Tyskland
med sekvensen; (T*C*G*T*C*G*T*T*T*T*G*T*C*G*T*T*G*T*C*G*T*T ,) ble fortynnet i
10 med mer Tris, 1 nM EDTa ved pH 8. Videre ble konsentrasjon (5 mg/ml) ytterligere

fortynnet 10x ved vaksinering. Forsgksgruppene og antigen foreligger i tabell 5:
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Tabell 5. Utforming av oppsettet av gruppene fra in vivo forsgket. Tabellen inkluderer
gruppenummer, hvilket antigen som ble benyttet innenfor hver gruppe, dosen, antall laks vaksinert
innenfor hver gruppe, og hvilke organ som ble hgstet

Gruppe Antigen Dose (ul) Antall laks Organ hgstet
injisert med ved hvert

antigenet uttakstidspunkt

1 PBS (kontroll) 100 70 Milt og hodenyre
(4 fisk

2 CpG/polyIC 50 pg CpG + 50 pg poly 70 Milt og hodenyre
I:C (4 fisk

3 SAV antigen 50 pl SAV antigen + 50 70 Milt og hodenyre
ul vaksinebuffer (4 fisk

4 SAV + 50 pl SAV antigen + 50 70 Milt og hodenyre
CpG/polyIC ug CpG + 50 pg poly I:.C (4 fisk

2.9.2 Vaksinering og uttak

Fgr start ble ogsa 10 laks avlivet i benzokain, tappet for blod og veid. Fisken ble delt inn i
fire grupper, som bade ble merket med panjet fargekoder for hver gruppe pa buken, og
med Pit-tag intraperitonalt. Fisken ble samtidig vaksinert med riktige kombinasjon
antigen og immunostimulanter. Vaksineringen ble gjort med en intraperitonal dose

injisert med vaksinesprgyte.

Fisken ble hentet ved 4 uttak sommer og hgst 2014. Det ble gjort uttak fra hodenyre og
milt til Western blot analyse fra alle gruppene ved hvert uttakstidspunt.
Uttakstidspunktene var 5 dager, 2 uker, 6 uker og 9 uker etter vaksinering.
Organhgstingen og sampling ble gjort som beskrevet i pkt 2.1, og prgvene ble undersgkt

ved Western blot analyse.
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3 Resultater

3.1 Uttesting av antistoffer mot kjente markgrer involvert i modning av B-celler
ved Western Blot.

Hovedproblemstillingen i denne masteroppgaven er a beskrive potensielle indikatorer
pa B-celle modning hos atlantisk laks. For a oppna dette er funksjonelle markgrer
spesifikke for laks essensielt. Derfor er transkripsjonsfaktorer som har en kjent rolle i
modning og differensiering av B-celler til plasmaceller fra andre vertebrater, og som er
konservert mellom vertebrat-phyla, benyttet som et utgangspunkt. Reaktiviteten til
tilgjengelige antistoffer mot disse markgrene er undersgkt ved Western blot pa

leukocytter fra atlantisk laks.

3.1.1 Uttesting av tre polyklonale antistoff lagd mot ulike omrdder av Pax5 til
regnbuegrret

Det har blitt laget tre ulike antistoffer mot Pax5 fra regnbuegrret som gjenkjenner ulike

deler av Pax5 proteinet (Zwollo et al., 2008; MacMurray et al.,, 2013).

3.1.1.1 Antistoff tPax5-PD

tPax5-PD er et polyklonalt antistoff laget mot komplett paret domene av Pax5 fra
regnbuegrret (Zwollo et al, 1998). Western blot med dette antistoffet pa lysat fra
leukocytter isolert fra milt ga to band pa omtrent 35 kDa og omtrent 45 kDa (Figur 5).
Figuren viser ogsa prgver av Ig* og Ig- fraksjoner av leukocytter fra laks. Her er ingen
band synlige. Forsgket ble gjentatt en gang, og band med samme molekylvekt som de
presentert i figur 5 kunne ogsa da observeres. Dette viser at resultatene med tPax5-PD

antistoffet lar seg reprodusere
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1: Milt kontroll ~ 2: Milt stimulert  3:1g" leukocytter  4:lg’

Figur 5: Western blot med antistoffet tPax5-PD pd leukocytter isolert laksemilt, Leukocytter fra tre
individer hgstet 1 dag etter stimulering in vitro med 2 uM CpG er sammensldtt. Ustimulerte kontrollprgver
fra 3 individer hgstet ved samme tidspunkt, og er sammensldtt i figuren. Leukocytter fra 2 Ig*
leukocyttfraksjoner, og 2 Ig- leukocyttfraksjoner (hgyre) er inkludert. Her er prgvemateriale fra 2 individer
sammensldtt. Stgrrelsesmarkgren MagicMark er inkludert. Membranen er eksponerti 15 min.

3.1.1.2 Antistoff tPax5-E10

tPax5-E10 er et polyklonalt antistoff lagd mot et peptid kodet av C-terminal ende til
transkripsjonsfaktoren Pax5 hos regnbuegrret (MacMurray et al, 2013). Tre ulike
fortynninger av antistoffet ble testet ved Western blot pa leukocytter isolert fra milt og
hodenyre (figur 6). Leukocyttene ble stimulert med CpG in vitro, og hgstet 1 dag etter
stimulering. Kontrollprgver hgstet ved samme tidspunkt er inkludert. To band mellom
40-50 kDa ble pavist i stimulerte og ustimulerte leukocytter fra milt og i ustimulerte
leukocytter fra hodenyre. Ved gkende fortynning av antistoffet ble bandene mindre

kraftige.

1: Milt Kontroll 2: Milt stimulert 3: Hodenyre kontroll 4: Hodenyre stimulert

Figur 6: Western blot med antistoffet tPax5-E10 pd leukocytter fra milt og hodenyre fra laks.
Leukocytter fra ett individ ble stimulert in vitro med 2 uM CpG, og hgstet 1 dag etter stimulering. Ustimulerte
leukocytter ble hgstet ved samme tidspunkt. Stgrrelsesmarkgren MagicMark er inkludert. De samme pragvene
ble applisert tre ganger og analysert med tre ulike fortynninger av antistoffet. Membranen ble eksponerti 15
minutter.
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3.1.1.3 Antistoff tPax5-E6

tPax5-E6 er et polyklonalt antistoff lagd mot et peptid pa 18 aminosyrer kodet av exon
6 fra genet for Pax5 hos regnbuegrret (MacMurray et al., 2013). Prgvene ble testet mot
en fortynningsrekke (1:500, 1:1000 og 1:2000) av antistoffet ved Western blot. Pa det
samme prgvematerialet fra leukocytter som beskreveti 3.1.1.2. Ved 1:500 fortynning av
tPax5-E6 ble det pavist en rekke band av ulik stgrrelse (Figur 7). Ved hgyere
konsentrasjon av antistoffet ble det pavist tre band, ett pa 35 kDa, et i overkant av 40
kDa og ett i overkant av 50 kDa. Bandene var betydelig kraftigere ved 1:500 fortynning
av antistoffet, men i likhet med figur 6 uttrykkes ikke 35 kDa bandet i stimulerte prgver

fra hodenyre, og alle banden forsvinner ved hgyere fortynning av antistoffet.

kDa ™ 1:500 1:1000 1:2000
D60 i o2 28" 4 s 7 s B R YA
> W 50 ..

Pax5

-%»"I.40 .
e .

1: Milt Kontroll 2: Milt stimulert 3: Hodenyre kontroll 4: Hodenyre stimulert

Figur 7: Western blot med antistoffet tPax5-E6 pd leukocytter fra milt og hodenyre fra laks.
Leukocytter fra ett individ ble stimulert in vitro med 2 uM CpG, og hgstet 1 dag etter stimulering. Ustimulerte
leukocytter ble hgstet ved samme tidspunkt. Stgrrelsesmarkagren MagicMark er inkludert. De samme pragvene
ble applisert tre ganger og analysert med tre ulike fortynninger av antistoffet. Membranen ble eksponerti 15
minutter

3.1.1.4 Oppsummering Pax5 antistoffer

Resultatene fra de innledende forsgkene viste at Pax5PD gjenkjente band pa omtrentlig
35 kDa og 45 kDa, mens tPax5-E10 gjenkjente to band mellom 40-50 kDa. Bandene pa
omtrentlig 35 kDa (tPax5-PD) blir derfor omtalt som Pax5 35 kDa, mens bandene pa
mellom 40-50 kDa (tPax5-PD, tPax5-E10) blir referert til som Pax5 45 kDa i de videre
forsgkene. Basert pa full-lengde cDNA sekvens for Pax5 fra laks er molekylvekten
beregnet til 41,7 kDa (upubl.data). I de videre forsgkene valgte vi & bruke antistoffene
tPax5-PD og tPax5-E10 som gjenkjenner band i denne stgrrelsesorden. Tidligere
publiserte resultater fra regnbuegrret (Zwollo et al, 1998; MacMurray et al, 2013) gir
indikasjoner pa at Pax 35 kDa og Pax5 45 kDa bandene representerer ulike lakse-Pax5
varianter, men for & kunne bekrefte at disse bandene representerer Pax5 fra laks er

videre karakterisering ngdvendig (se diskusjon).
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3.1.2 Antistoff mot IgM

Antistoffet IgF1-18 er et monoklonalt antistoff som er lagd mot renset IgM fra plasma til
regnbuegrret. Det har blitt vist at dette antistoffet kryssreagerer med IgM fra laks og at
det gjenkjenner begge isotypene av IgM (Hedfors et al,, 2012). Antistoffet ble fgrst testet
ved Western blot pa CpG stimulerte leukocytter isolert fra milt og pa lakseserum. Tre
fortynninger av antistoffet IgF1-18 ble undersgkt (Figur 8) ved Western blot. Fra
serumprgvene kan et band i overkant av 80 kDa observeres. Fra de samme prgvene kan
ogsa et band i underkant av 30 kDa sees. Molekylvekten er sammenfallende med
henholdsvis tung og lett kjede fra IgM hos laks (Magnadottir, 1998). Bandene er like
kraftige ved 1:200, 1:500 og 1:1000 fortynning av antistoffet. Ingen band med
molekylvekt forenelig med verken lett eller tung kjede kan observeres i prgvene fra

leukocyttene.

IgM
(Tung kjede)

«—

IgM
(lett kjede)

1: Milt Kontroll 2: Milt stimulert 3: Serum laks

Figur 8: Western blot med antistoffet IgF1-18 pd serum og leukocytter isolert fra laksemilt.
Leukocytter fra tre individer er stimulert med 2 uM CpG in vitro, og hgstet 1 dag etter stimuleringen.
Ustimulerte kontrollprgver er hgstet ved samme tidspunkt. Stgrrelsesmarkgren MagicMark er inkludert.
Antistoffet er fortynnet 1:200, 1:500 og 1:1000. Membranen er eksponert i 20 minutter.

Pa grunn av de svake bandene som ble detektert i det fgrste blottet med antistoffet IgF1-
18 gnsket vi ogsa a teste det pa en serumprgve som ble anriket for Ig. Ig fra lakseserum
ble anriket pa en protein A/G kolonne og analysert ved Western blot med antistoffet
IgF1-18. Fra serumprgvene (figur 9) sees utydelige band mellom 60 og 80 kDa. Fra

serum anriket mot protein A og G ble et kraftig band mellom 60 og 80 kDa observeres.
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Dette er i overensstemmelse med molekylvekten for IgM tung kjede (71,5)

(Magnadottir, 1998).

[gM

Figur 9: Western blot med antistoffet IgF1-18 pa fortynnet serum, og serum anriket mot protein A og
protein G, fra laks. Serumprgver fra ett individ er fortynnet 1:5, 1:10 og serumprgver anriket mot protein A
og protein G er undersgkt. Stgrrelsesmarkgren MagicMark er inkludert. Antistoffet er fortynnet 1:200, og
membranen er eksponert i 15 minutter.

3.1.3 Antistoffer mot blimp-1: Blimp-1/PRDI-BF1 (C14A4) og (H-150): sc-25380

Blimp1 er en transkripsjonsfaktor med kjent funksjon i terminal differensiering av B-
celler til plasmaceller fra hgyerestdende vertebrater, og kan veere en mulig markgr for
dette ogsa hos teleoster (John & Garrett-Sinha, 2009; Zwollo, 2011). To kommersielle
polyklonale antistoff fra henholdsvis Cell signaling ((H-150): sc-25380) og Santa Cruz
(PRDI-BF1 (C14A4)) ble testet ved Western blot pa leukocytter fra milt og hodenyre til
laks hgstet 3 og 7 dager etter stimulering med 2 uM CpG in vitro. Flere fortynninger av
antistoffene ble forsgkt, men ingen band med forventet stgrrelse (90 kDa) ble detektert

(resultater ikke vist).

3.1.4 Antistoff mot Xbpl tXbpl-S

Antistoffet tXbpl-S er laget mot en peptidsekvens ved C-terminalen til
transkripsjonsfaktoren Xbpl fra regnbuegrret, og er tidligere testet ved Western blot pa
leukocytter fra regnbuegrret (Barr et al, 2011). Vi testet i denne oppgaven ulike
fortynninger av antistoffet pa leukocytter isolert fra milt og hodenyre. Ingen band kunne

detekteres fra noen av disse forsgkene (resultater ikke vist).
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3.2 Optimalisering av metode for isolering av B-celler.

3.2.1 Uttrykk av Pax5 og morfologi hos leukocytter isolert med perkoll-gradienter av ulik
tetthet

lymfoide organer fra fisk inkluderer milt og hodenyre. Disse har en heterogen
populasjon av celler, som inkluderer strukturelle celler, rgde blodceller og leukocytter.
For isolering av hele leukocyttpopulasjonen fra milt og hodenyre i laks benyttes
vanligvis gradientsentrifugering med perkoll-gradienter pa 25% og 54% (Jgrgensen et
al,, 2001). I regnbuegrret er det derimot vist at B-celler i hovedsak isoleres i perkoll-
gradienter med hgyere tetthet, hhv. 60% og 70% (Zwollo et al, 2005). Det var derfor
viktig a undersgke om dette ogsa var tilfellet i laks og om vi mistet B-celler ved a benytte

25%/54% perkoll-gradienter under isoleringsprosedyren.

Leukocytter ble isolert fra milt og hodenyre ved & applisere vevshomogenatene pa
diskontinuerlige gradienter med 70%, 62%, 54% og 50% perkoll som beskrevet i punkt
2.1.4. Etter sentrifugering ble cellepopulasjonene i hver interfase pa gradientene
analysert ved Western blotting og spunnet ned pa objektglass med cytospinnsentrifuge,
fiksert, farget og mikroskopert. Western Blot med antistoffet tPax5-PD fra prgver isolert
fra 50%, 54%, 62% og 70% perkollgradienter fra milt og hodenyre ga to band (Figur
10). Pax5 35 kDa er like kraftig uttrykt i prgvene fra begge organene, og dette proteinet
falger i stor grad loadingkontrollen EF2. Det er her uttrykt i celler fra alle gradienter.
Pax5 45 kDa er imidlertid kraftigst uttrykt i cellene fra 50% og 54% gradientene. Dette

gjelder bade for milt og hodenyre.
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Figur 10: Western blot analyse med antistoffet tPax5-PD pa celler fra milt og hodenyre isolert med
perkollgradienter av ulik tetthet. Celler fra henholdsvis milt (M) og hodenyre (HN) ble isolert ved
sentrifugering pd diskontinuerlige gradienter med 50%, 54%, 62% og 70% perkoll. Celler fra hver interfase i
gradientene ble analysert ved Western blotting med antistffet tPax5-PD, og antistoffet EF2 som
loadingkontroll. Tlsammen ble omtrent 600 000 celler fra 3 individer sldtt sammen i hver prave.

Figur 11 viser bilder fra fikserte og fargede celler fra hodenyre fra dette
gradientforsgket. Alle bildene er tatt med 40x med Leica 6000 B mikroskop, og identiske
innstillinger. Cellepopulasjonene isolert fra 50% og 54% gradientene var sveert
heterogene. Fra 50% gradientene (A) ble hovedsakelig celler med bgnneformede
kjerner (makrofager), polymorfonuklezre celler og sma rund kompakte -celler
observert. Fra 54% gradientene (B) fra hodenyre ble det observert et flertall store celler
med store cellekjerner. Imidlertid var cellene i stor grad aggregerte, noe som gjorde at
gode morfologiske observasjoner var vanskelig, dette i motsetning til 50% gradienten
hvor det hovedsakelig var enkeltceller som ble observert. Fra 62% og 70% fraksjonen
(C og D) ble fa celler observert. Disse var imidlertid sma celler med lite cytoplasma, men

minnet ikke om typiske modne lymfocytter.
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Fig 11. Hodenyreceller fra laks isolert fra 50%, 54%, 62% og 70% perkoll-gradienter.
Cytospinnpreparater av celler fra hver gradient ble fiksert og farget med May-Griinwald/Giemsa.
Preparatene ble mikroskopert med Leica 6000 B med 40x objektiv. Representative bilder for hver gradient er
vist her. En 10 um stgrrelsesmarkgr er inkludert nede i hgyre hjgrne. A) 50% perkoll-gradient. B) 54%
perkoll-gradient. C) 62% perkoll-gradient. D) 70% perkoll-gradient.

Cellene fra milt (figur 12) var betydelig mer homogene en cellene isolert fra hodenyre. I
50% gradienten dominerte lymfocyttliknende celler med stor cellekjerne og lite
cytoplasma, mens det i 54% gradienten var enkelte umodne erytrocytter i tillegg til
lymfocyttliknende celler. Andelen umodne erytrocytter gkte ved hgyere perkoll-
konsentrasjon i gradientene, og var i prgvene hgstet fra 70% perkoll-gradienten

fullstendig dominerende (D).
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Fig 12. Miltceller fra laks isolert fra 50%, 54%, 62% og 70% perkoll-gradienter. Cytospinnpreparater
av celler fra hver gradient ble fiksert og farget med May-Griinwald/Giemsa. Preparatene ble mikroskopert
med Leica 6000 B med 40x objektiv. Representative bilder for hver gradient foreligger. En 10 um
starrelsesmarkgr er inkludert nede i hgyre hjgrne. A) 50% perkoll-gradient. B) 54% perkoll-gradient. C) 62%
perkoll-gradient. D) 70% perkoll-gradient.

3.2.2 Isolering av leukocytter med 42% og 54% perkoll-gradienter

Resultatene fra det fgrste gradientforsgket (pkt 3.2.1) antydet at hovedandelen celler
som uttrykker Pax5 er lokalisert i gradientene med 50% og 54% perkoll, og at celler
lokalisert i gradientene med hgyere tetthet ikke uttrykker Pax5 og heller ikke har typisk
lymfocytt eller plasmacelle-morfologi. Pa bakgrunn av dette ble et nytt gradientforsgk
utfgrt hvor en gradient med lavere tetthet (42%), ble benyttet sammen med 54%
gradienten benyttet tidligere. Ved dette forsgket ble ogsd prgver fra blod til laks
undersgkt. Vi gnsket & undersgke om det ved denne metoden var mulig a skille B-celler

fra plasmacellene.

Western blot med anti tPax5-E10 pa leukocytter isolert med 42% og 54% perkoll-
gradienten sees i figur 13. For milt og hodenyre var det et kraftigere uttrykk av Pax5 45
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kDa i prgvene fra 54% gradienten sammenliknet med 42% gradienten. I blod var det
ogsa hgyt uttrykk av Pax5 45 kDa i cellene fra 54% gradienten, til tross for at lavere

proteinmengde ble applisert her sammenliknet med milt og hodenyre.

Til tross for at EF2 uttrykk viser at mindre protein er applisert fra blod 54% er uttrykket
av Pax5 45kDa hgyest her. Fra hodenyre kan to distinkte band observeres, men det fra

milt ble detektert ett band.

Blod 42 Blod 54 Milt 42 Milt 54 HN 42 HN 54k5%
= o - T
Pax5 40
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Figur 13: Western blot analyse med antistoffet tPax5-E10 pa celler fra milt, hodenyre og blod isolert
med gradienter med 42% og 54% perkoll. Celler fra henholdsvis blod, milt og hodenyre ble isolert ved
sentrifugering pd diskontinuerlige gradienter med 42% og 54% perkoll. Celler fra hver interfase i
gradientene ble analysert ved Western blotting med antistoffet tPax5-10, og antistoffet EF2 som
loadingkontroll. Omtrentlig 600 000 celler fra 3 individer er sldtt sammen i hver prgve.

Figur 14 viser fikserte og fargede celler etter isolering pa 42% og 54%
perkollgradienter. I hodenyre var det ingen fremtredende morfologiske forskjeller
mellom cellene fra henholdsvis 42% og 54% gradientene (A og B). Begge
cellepopulasjonene inneholdt polymorfonuklezere celler, makrofager og celler som

likner plasmaceller.

Fra milt var det feerre celler i 42% gradienten (C) sammenliknet med cellene isolert fra
54% gradienten (D). Det var imidlertid en stgrre andel store celler med mye cytoplasma
i provene fra 42% gradienten. I 54% gradienten ble sma kompakte celler med lite

cytoplasma, som kan veere lymfocytter, observert.

Fra blod ble fa celler spunnet ut ved cytospinn fra 42% gradienten. De cellene som
observeres her er store celler med mye cytoplasma. Cellesammensetningen fra 54%
gradienten var sveaert homogen. De aller fleste er celler med store, ruglete cellekjerner,
men enkelte mononuklezre celler med fargestoff i cytoplasma observeres. Disse er

forenelige med melanomakrofage celler beskrevet i Koppang et al,, 2003.
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Fig 14. Milt- og hodenyreceller fra laks isolert fra 42% og 54% perkoll-gradienter.
Cytospinnpreparater av celler fra hver gradient ble fiksert og farget med May-Griinwald/Giemsa.
Preparatene ble mikroskopert med Leica 6000 B med 40x objektiv. Representative bilder for hver gradient
foreligger. En 10 um stgrrelsesmarkgr er inkludert nede i hgyre hjgrne. A) 42% perkoll-gradient fra

Hodenyre. B) 54% perkoll-gradient fra hodenyre. C) 42% perkoll-gradient fra milt D) 54% perkoll-gradient
fra milt. E) 42% perkoll-gradient fra blod. F) 54% perkollgradient fra blod.
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3.2.3 Uttrykk av Pax5 i leukocytter selektert for uttrykk av membranbundet IgM

For a kunne antyde hvilke celler fra laks som uttrykker Pax5 ble det gjort et forsgk hvor
leukocytter ble selektert for uttrykk av membranbundet IgM. Dette ble gjort med
magnetiske kulert belagt med antistoffet I[gF1-18. Cellene ble analysert for uttrykk av
Pax5 med Western blotting fgr de ble fiksert, farget og mikroskopert. Hos cellene fra Ig*
fraksjonen fra bade milt og hodenyre ble det kraftigste Pax5 45 kDa bandet observert
(Figur 15). I tillegg ble ogsa et svakt band (45kDa) i Ig- fraksjonen fra hodenyre
observert. Ingen uttrykk ble observert ved de Ig- prgvene fra milt. Loadingkontrollen

EF2 indikerte at det var noe mindre proteinmengden i Ig-prgvene.
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Figur 15: Pax5 45kDa uttrykk i leukocytter selektert for membranbundet IgM. Isolerte celler selekteres
mot membranbundet IgM ved hjelp av magnetiske kuler kledd med IgG og geit anti kanin IgM antistoff. Det
er appliser 10 ul prgvemateriale fra negativt selekterte prgver, og 20 ul prgvemateriale fra positivt-
selekterte prpver. Membranen er undersgkt mot anti-Regnbuegrret tPax5-E10 (1:500) og anti EF2 (1:1000).
Membranen er eksponert i 15 minutter.

Heterogeniteten pa cellesammensetningen var stor for begge de to Ig- prgvene fra
hodenyre (figur 16). Den Ig* fraksjonen fremviser en stgrre homogenitet i
cellesammensetningen. Cellene har en asymmetrisk og stor cellekjerne, samt mye

cytoplasma. Her sees imidlertid enkelte artefakter i preparatene.
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Figur 16: Prover fra hodenyre til laks isolert fra 54% perkollgradient, og selektert for
membranbundet IgM. Cellene er selektert for IgM med magnetiske Ig kuler med antistoff mot (IgF1-18).
Pravene er fiksert i metanol, og farget med may griinwald/giemsa. Bildene er tatt ved 40 x objektivetg (A) Ig-
celler fra fisk 1 (B) Ig- celler fra fisk 2 (C) Ig* Celler fra fisk 1 (D) Ig* celler fra fisk 2.

For milt (figur 17) var den Ig-negative fraksjonen fortynnet litt for mye, og med
varierende cellesammensetningen. Det var en stor andel umodne erytrocytter, samt sma
celler kompakte celler uten cytoplasma, polymorfonuklezere celler, samt celler med mye
cytoplasma. Fra den Ig-positive fraksjonen var cellepopulasjonen heterogen og viste 10-

12 pl store celler med store ruglete cellekjerner og middels cytoplasma.
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Figur 17: Praver fra milt til laks isolert fra 54% perkollgradient, og selektert for membranbundet
IgM. Cellene er selektert for [gM med magnetiske Ig kuler med antistoff mot (IgF1-18). Prpvene er fiksert i

metanol, og farget med may griinwald/giemsa. Bildene er tatt ved 40 ganger forstgrring (A) Ig- celler fra fisk
1 (B) Ig- celler fra fisk 2 (C) Ig* Celler fra fisk 1 (D) Ig* celler fra fisk 2.
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3.3 Invitro stimulering av leukocytter fra milt og hodenyre med CpG initierer
adaptivimmunrespons.

I disse forsgkene gnsket vi & undersgke dynamikken i Pax5 uttrykket i leukocytter
isolert fra fornyre og milt etter CpG stimulering in vitro. Antistoffene tPax5-PD og tPax5-
E10 ble benyttet for deteksjon av Pax5 ved Western blot, for & undersgke CpGs evne til a
indusere terminal differensiering av B-celler in vitro og pafslgende produksjon av
sekretorisk IgM fra plasmaceller/plasmablaster, ble supernatanter fra CpG stimulerte
leukocytter og kontrollceller oppkonsentrert, og analysert for tilstedevarelsen av IgM
ved Western blot. Endringer i genuttrykk av membranbundet IgM ble ogsa analysert ved
RT-qPCR. Genuttrykk av Mx ble her inkludert som en positiv kontroll for CpG

stimulering.

For a undersgke CpGs evne til indusere terminal differensiering av B-celler in vitro, og
pafglgende produksjon av sekretorisk IgM fra plasmaceller/plasmablaster ble
antistoffet [gF1-18 undersgkt. Her ble supernatanter fra CpG stimulerte hodenyreceller
og kontrollceller oppkonsentrert, og benyttet ved Western blot.

3.3.1 Real time PCR ga kraftig pkning i Mx transkripter fra pragver hgstet 24 timer etter
stimulering, og en liten gkning i mIigM fra prgver hgstet 48 timer etter stimulering.

En av arbeidshypotesene til forskningsgruppen er at uttrykket av IgM i CpG stimulerte
leukocytter vil gke, og at B-cellene vil modne til IgM sekrerende
plasmaceller/plasmablaster. Vi gnsket derfor a teste uttrykket av membranbundne IgM-
transkripter i disse cellene etter CpG-stimulering. Siden tidligere forsgk har vist at Mx-
uttrykket gker i CpG-stimulerte leukocytter (Strandskog et al, 2007), ble ogsa Mx-mRNA
nivaet malt i cellene som en positiv kontroll. I disse forsgkene ble prgvene (n=3) hgstet
24 og 48 timer etter stimulering med CpG, og Mx og miIgM ble malt ved RT-qPCR i
forhold til ubehandlete kontrollceller (Figur 18). Elongeringsfaktor 1aB ble benyttet

som referansegen.

Ingen endring i fold induksjon av transkripter av. membranbundet IgM ble observert,
hverken 24 timer eller 48 timer etter stimulering med CpG i milt (B). En gkning i fold
induksjon for mIgM kunne observeres 48 timer etter stimulering med CpG i hodenyre.
Imidlertid var fold induksjon gjennomgaende over 1, og var for hodenyre fremdeles

stigende.
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Som forventet ble det i hodenyre detektert en kraftig gkning i uttrykket Mx-transkripter
(positiv kontroll) 24 timer etter stimulering. Her var fold induksjon pa 20,69
sammenliknet med kontrollgruppen. Etter 48 timer hadde denne verdien falt mye, men
var fremdeles merkbart hgyere enn for kontrollgruppen. Deteksjonen av Mx-
transkripter i milt viste en svak gkning i fold induksjon 24 timer etter stimulering

sammenliknet med kontrollprgvene fra samme tidspunkt, men var borte 48 timer etter

stimulering.
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Figur 18: RT-qPCR som viser fold induksjon av membranbundet IgM og Mx transkripter fra CpG
stimulerte milt og hodenyreceller fra laks. Celler fra milt og hodenyre til tre individer er stimulert in vitro
med CpG, og hgstet 24 og 28 timer etter stimulering. Forandring i genuttrykk er malt ved RT-qPCR i forhold
til ubehandlede kontrollceller hgstet ved samme tidspunkt. Det ble kjort tripletter fra hver prgve.
Elongeringsfaktor 1aB er benyttet som referansegen. Sgyler viser giennomsnittsverdier og standardavvik. (A)
Resultater fra bdde milt og hodenyre. (B) Resultater av henholdsvis [gM- og Mx transkripter fra bdde milt og
hodenyre individuelt.

3.3.2 Pax5 uttrykk hos i in vitro stimulerte leukocytter fra milt til laks
Figur 19 viser at et 35 kDa protein, og et 45 kDa protein kan pavises i bade CpG
stimulerte leukocytter og kontrollceller fra milt ved bruk av tPax5-PD antistoffet . I disse

forsgkene ble leukocytter isolert fra to individer testet. Prgver fra fisk 1 (F1) er applisert
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to ganger fra hvert tidspunkt (t). Bandet pa 35 kDa viser et tilnaermet likt uttrykk i alle
prgvene, bade CpG stimulerte- og kontrollceller, og uttrykket varierer lite mellom
individene. Pax pa 45 kDa har tilnaermet likt uttrykk i prgvene fra kontrollgruppen,
mens i de stimulerte cellene er uttrykket noe hgyere ved de tidlige tidspunktene (dag 1).
Bandet for "loadingkontrollen” er for gvrig noe kraftigere uttrykt ved tidlige tidspunkt.

Dette forsgket er gjentatt en gang med tilsvarende resultat.
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Figur 19. Western blot analyse med tPax-PD av lakseleukocytter fra milt stimulert in vitro med CpG.
Leukocytter fra to individer er stimulert med CpG, og hgstet 1, 3 og 7 dager (d) etter stimuleringen. Prgven er
navngitt pd falgende mdte; Fisk 1 hgstet 3 dager etter stimulering = (F1d3). Ustimulerte kontrollprgver er
hgstet ved samme tidspunkt. Stgrrelsesmarkgren MagicMark er benyttet, og EFZ2 er inkludert som
loadingkontroll. Membranene er eksponert i 15 minutter (A) Ustimulerte kontrollpragver progver (B) CpG
stimulerte prover.

3.3.3 Western blot med antistoffet tPax5-E10 fra CpG stimulerte milt- og hodenyreprgver
viste liten endring mellom stimulerte og kontrollpragver

Et nytt forsgk ble satt opp hvor leukocytter fra milt og hodenyre ble stimulert med CpG
og hgstet ved ulike tidspunkt. I dette forsgket benyttet vi tPax5-E10 antistoffet for
Western blot deteksjon og resultatene er presentert i figur 20. For leukocytter fra
hodenyre varierte Pax5 uttrykket mellom prgvene, og proteinet var kun detekterbart i
de prgvene som inneholdt mest protein (jmf. loadingkontroll). I prgvene fra milt

detekterer vi to band bade fra kontrollgruppen og de CpG stimulerte cellene. Her var
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bandene like tydelige i begge gruppene, som indikerer at stimulering med CpG ikke har

endret uttrykket av de proteinene dette antistoffet detekterer.
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Figur 20: Western blot analyse med tPax5-E10 av lakseleukocytter fra hodenyre og milt stimulert in
vitro med CpG. Leukocytter fra to individer er stimulert med CpG, og hgstet 1, 3 og 7 dager (d) etter
stimuleringen.. Ustimulerte kontrollpraver er hgstet ved samme tidspunkt. Stgrrelsesmarkgren MagicMark er
benyttet, og EF2 er inkludert som loadingkontroll. Membranene er eksponert i 15 minutter (A) kontroll- og
stimulert cellelysat fra hodenyre (B) kontroll- og stimulert cellelysat fra milt

3.3.4 CpG stimulering av lakseleukocytter fra fornyre og milt fgrer til gkt utskillelse av
sekretorisk IgM

Formalet med dette forsgket var undersgke om B-celler fra fornyre og milt ved in vitro
stimulering med CpG modner til plasmaceller. For & undersgke dette ble
tilstedeveerelsen av sekrert IgM i supernatanter fra CpG stimulerte og ustimulerte
leukocytter analysert ved Western blotting. [ innledende forsgk ble disse
supernatantene oppkonsentrert ved vakumsentrifugering, men vi kunne ikke detektere
IgM i disse prgvene ved Western blotting. En ny metode for oppkonsentrering av
supernatanter ved bruk av en Amicon® Ultra-0.5 centrifugal Filter Device ble derfor
uttestet. Cellesupernatanten fra enkeltbrgnner (500 pl) ble oppkonsentrert omtrent 10
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ganger til 50 pl, og disse ble undersgkt for uttrykk av lakse-IgM ved Western blot (figur
21). I figuren er to individer fra hver behandling og tidspunkt slatt sammen, og prgver
fra tre ulike tidspunkt etter stimulering (1, 3 og 7 dager) er presentert. [ milt kan et
svakt band <80 kDa detekteres i bade stimulerte og ikke-stimulerte celler. Lakse IgM
tungkjede er 71,5 kDa, som stemmer med stgrrelsen pa det bandet vi observerer pa
blottet. I de CpG stimulerte prgvene fra de senere tidspunktene (3 og 7 dager), er dette
bandet hgyere uttrykt enn ved det tidligste tidspunktet.

[ kontrollprgvene fra hodenyre er ingen tydelige band synlige. Imidlertid kan det i de
stimulerte prgvene fra hodenyre detekteres et band i forventet stgrrelse (omtrent 70

kDa). Styrken pa dette bandet gker over tid, og viser hgyest uttrykk 7 dager etter

stimulering.
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Figur 21: IgM sekresjon fra CpG stimulerte milt- og hodenyreleukocytter fra laks. Supernatanter fra
celler stimulert in vitro med CpG og kontrollpragver er hgstet 1, 3 og 7 dager etter stimulering. Supernatanter
fra 2 individ er sldtt sammen og oppkonsentrert (x8). Det er applisert 2,5 ul av stgrrelsesmarkgren
MagicMark. Membranene er eksponert i 20 minutter. (A) Prgver fra milt (B) Prgver fra hodenyre.
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3.4 Uttrykk av Pax5 etter immunisering av laks in vivo

Tidligere forsgk fra var forskningsgruppe har vist at immunisering av laks med SAV
antigen i kombinasjon med CpG/polyl:C induserer en hgyere ngytraliserende
antistoffrespons enn ved immunisering med SAV antigen alene (Thim et al., 2012; Thim,
H, 2013). Var hypotese er at CpG kan pavirke differensiering av B-celler til plasmaceller
og dermed bidra til gkt antistoff produksjon. Vi gnsket a undersgke dette videre ved a
se om en i et tilsvarende in vivo forsgk ville se endring i uttrykk av Pax5 i leukocytter

etter immunisering.

[ dette forsgket ble 3 ulike grupper laks immunisert med henholdsvis CpG/polyl:C
(adjuvant), SAV antigen, SAV antigen + CpG/polyl:C, samt en kontrollgruppe injisert med
saltlgsning. Organuttak ble gjort 5 dager, 2 uker, og 6 uker etter immunisering, og det
ble isolert leukocytter fra milt og hodenyre fra 4 fisk fra hver gruppe. Til celleisolering

ble det brukt 25% og 54% perkollgradienter.

Figur 22 viser deteksjon av Pax5 ved Western blot med antistoffet tPax5-E10 i prgver
fra milt- og hodenyreceller fra immunisert laks hgstet ved nevnte tidspunkt etter
immunisering. Antistoffet detekterer doble band pa omtrent 45 kDa i de fleste prgvene.
Fra det fgrste uttaket (A) er uttrykket kraftigere i prgvene fra hodenyre. Uttrykket av
loadingkontrollen indikerer en lavere proteinmengde, serlig i milt. Liknende resultat
ble observert fra prgvene hgstet etter andre uttak (B), og uttrykket er ogsa her kraftigst
i hodenyre. Det er vanskelig a skille de ulike gruppene internt i hvert organ. Her viser
uttrykket av EF2 at proteinmengden er rimelig lik i hver prgve, med CpG prgvene fra
hodenyre som et mulig unntak. Uttrykket av Pax5 er kraftigst i prgvene hgstet 6 uker
etter immunisering (C). Her er de doble bandene vanskelig a skille fra hverandre, og de
fremstar som ett. Fra hodenyre er bandet fra kontrollprgven svakere enn bandene fra de

tre andre gruppene. Uttrykket av EF2 varierer lite mellom gruppene.
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Figur 22: Pax5 uttrykk i milt og hodenyre leukocytter fra laks immunisert med CpG/polyl:C
(adjuvant), SAV antigen, SAV antigen + CpG/polyl:C og kontrollgruppe, fra tre uttak. Fire individer fra
hver gruppe (1-4) er sammensldtt til en prgve per behandling, og i figuren er resultatet fra 3 ulike
prgvetakningstidspunkter presentert. Stgrrelsesmarkgren MagicMark er applisert og antistoff mot EF2 er
benyttet som “loadingkontroll”. Membranene er eksponert i 15 minutter. (A) er prover fra 5 dager etter
immunisering. (B) 2 uker etter inmunisering. (C) 6 uker etter inmunisering.

Resultatene presentert i figur 23 viser deteksjon av Pax5 ved Western blot analyse med
antistoffet tPax5-E10. Prgver fra hvert organ er samlet pa ett blot slik at de ulike
prgvetakningstidspunktene og forsgksgruppene kan sammenliknes. I leukocytter fra
hodenyre detekterer antistoffet doble band pa omtrent 45 kDa i de fleste prgvene (A).

Ved sammenlikning av forsgksgruppene var uttrykket av Pax5 relativt likt i CpG +
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Polyl:C, SAV antigen og kontrollgruppen. Ogsa innenfor hver forsgksgruppe var det ikke
store endringer over tid. [ gruppen immunisert med SAV antigen + CpG/polyl:C var
derimot Pax5 uttrykket i hodenyre leukocytter svert lavt. I milt (A) var resultatene
annerledes. I alle forsgksgruppene var Pax5 uttrykket sveert lavt 5 dager og 2 uker etter

immunisering.
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Figur 23: Pax5 uttrykk i milt og hodenyre leukocytter fra laks etter in vivo immunisering. Laks ble
immunisert intraperitonalt med CpG/polyl:C (adjuvans), SAV antigen, SAV antigen + CpG/polyl:C, samt
kontrollgruppe og leukocytter ble isolert fra hodenyre og milt 5 dager, 2 uker, 6 uker og 9 uker etter
immunisering. 3 x 10° leukocytter fra fire individer (til sammen 1,2x107) fra hvert prgvetakningstidspunkt er
sammensldatt til en prpve pr. behandling. Prgvene er undersgkt mot antistoffet tPax5-E10.
Storrelsesmarkgren MagicMark er applisert og antistoff mot EF2 er benyttet som “loadingkontroll”.
Membranene er eksponert i 15 minutter. (A) Hodenyre (B) Milt.
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4 Diskusjon

4.1 To antistoff mot Pax5 uttrykker trolig full-lengde PaxS5 i laks.

Som nevnt i introduksjonen er Blimp-1, Xbpl og Pax5 ulike transkripsjonsfaktorer
involvert i modning og differensieringen av B-celler hos pattedyr. Hensikten med denne
oppgaven var a undersgke om ulike antistoffer mot disse transkripsjonsfaktorene kunne
benyttes til & detektere ulike modningstrinn hos leukocytter fra laks. Funksjonelle
antistoffer mot ett eller flere av proteinene ville veert verdifulle verktgy for a gke
forstaelsen av prosessene involvert ved en adaptiv immunrespons hos laks. Siden
antistoffene testet for Blimp-1 og Xbpl ikke detekterte noen lakseproteiner, ble fokuset i

oppgaven a karakterisere ulike regnbuegrret Pax5 antistoffer for bruk i laks.

Pax5 er som tidligere nevnt et komplekst gen, og dets RNA kan spleises til en rekke ulike
isotyper med forskjellige funksjoner knyttet til modning og differensiering av B-celler
hos vertebrater og teleoster (Zwollo, 2011; MacMurray et al., 2013). Disse isotypene
uttrykkes i pattedyr og teleoster gjennom flere stadier av B-celle utviklingen, og hos
regnbuegrret deltar for eksempel Pax5 i modningen fra pre B-celler, naive B-celler og til
plasmablaster (Zwollo, 2011). I regnbuegrret er det identifisert sju forskjellige isotyper
som mangler ett eller flere av de funksjonelle domenene i tillegg til ett full-lengde Pax5

(MacMurray et al., 2013).

[ vare forsgk har vi benyttet eksisterende antistoffer mot Pax5 fra regnbuegrret som
gjenkjenner ulike deler av Pax5 proteinet (Zwollo et al, 2005; MacMurray et al, 2013)
og undersgkt reaktiviteten til disse mot leukocytter fra laks ved Western blotting. cDNA
som koder for Pax5 fra laks viser 99% likhet pd aminosyrenivd med Pax5 fra
regnbuegrret, og peptidsekvensene som to av antistoffene er lagd mot er identiske i laks
og regnbuegrret. Vi ansa derfor sjansene som store for at disse antistoffene ville
kryssreagere med Pax5 fra laks. I lakseleukocytter fra milt og hodenyre detekterte
antistoffet tPax5-E10 to proteiner med svert lik stgrrelse pd omtrent 45 kDa
(dobbeltband), mens tPax5-PD detekterte ett protein med molekylvekt pa omtrent
45kDa og ett protein med molekylvekt pa omtrent 35 kDa. Molekylvekten til Pax5 fra
laks er beregnet til & veere 41,7 kDa (upubl.data). Vi antok derfor at proteinene pa
omtrent 45 kDa representerte full lengde Pax5 fra laks. For tPax5-E10 er det mest

sannsynlig at det er det stgrste proteinet som er full lengde Pax5. Dette siden alternative
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spleisevarianter vil ha en lavere molekylvekt enn full lengde Pax5. Dette er ogsa i
overensstemmelse med resultater fra regnbuegrret (Zwollo et al, 2005; MacMurray et

al, 2013).

[ vare Western blot analyser mangler imidlertid en god positiv kontroll. Et arbeid med a
generere en positiv kontroll for Pax5 fra laks ble pabegynt, men ikke fullfgrt. cDNA for
Pax5 skulle klones inn i en eukaryot ekspresjonsvektor med og uten tag for deretter
transfekteres inn i celler og uttrykkes der. Disse cellelysatene ville vert positive

kontroller for 4 undersgke reaktiviteten til antistoffer mot Pax5 pa lakseleukocytter

Det er imidlertid ikke mulig a definitivt konkludere med at 45 kDa proteinene som er
gjenkjent her faktisk er Pax5. Western blot er ikke et tilstrekkelige godt verktgy til dette
alene, og en god positiv kontroll mangler. Imidlertid kan Pax5 sekvensen fra laks
isoleres, for deretter a klones inn i ekspresjonsplasmider til en egnet vektor, for
eksempel E. coli. Deretter kan antistoffene benyttes i Western blot med cellelysatet fra
vektorene. Det vil her kunne fungere som en positiv kontroll sammen med cellelysat fra

laks. Dette arbeidet ble pabegynt, men skrinlagt grunnet tidsmangel.

4.1.1 Andre Pax5-isoformer?

Bade tPax5-PD og tPax5-E6 detekterte et protein ved Western blot pa omtrentlig 35 kDa
som kan veere en Pax5 isoform. Det kan ikke utelukkes at det er den samme isoformen
som gjenkjennes av begge antistoffene, og at denne mangler C-terminal ende siden
antistoffet tPax5-E10 ikke gjenkjenner et protein pa denne stgrrelsen. Med
utgangspunkt i molekylvekt er det mulig at dette er isoformen Pax5A2 som er anslatt a
veere 35kDa i regnbuegrret. Imidlertid burde Pax5A2 kun uttrykkes ved tPax5-E6 som
det gjgr i figur 7, men ikke i for tPax5-Pd, som er laget mot exon 2 (MacMurray et al.,

2013).

Imidlertid detekterer tPax5-E10 enda et protein pa omtrent 45kDa med litt lavere
molekylvekt enn det andre proteinet. Ingen isoformer med denne stgrrelsen er blitt
pavist i regnbuegrret, og videre karakterisering av denne isorformen i laks er ngdvendig

for & kunne indikere dets opprinnelse og funksjon i laks.

62



4.1.2 Hvilken funksjon har Blimp-1 og Xbpl i immunresponser hos laks?

Pax5 er antatt & inneha funksjoner pa et tidlig stadium av B-celle differensiering. Det er
imidlertid gnskelig @ samtidig kunne identifisere markgrer for terminale stadier i
differensieringen av B-cellene, som for eksempel transkripsjonsfaktorene Blimp-1 og
Xbpl (se 1.4.2 og 1.4.3). Siden det er kjent fra pattedyr at disse transkripsjonsfaktorene i
liten grad uttrykkes i Pax5* celler og omvendt, kunne det med samtidig deteksjon av
Pax5 og Xbpl/Blimp-1 vaert mulig @ undersgke om en differensiering av modne B-celler

til plasmaceller hadde funnet sted.

Det har ved tidligere forsgk gjort pa regnbuegrret blitt benyttet et antistoff mot Blimp-1
som har gjenkjent et protein pa 90 kDa i leukocytter isolert fra ulike perkoll-gradienter i
hodenyre (Zwollo et al, 2005). Imidlertid er ikke dette antistoffet benyttet ved senere
anledninger. Fraveaeret av tilgjengelige antistoffer laget mot fisk/laks gjorde at vi valgte a
undersgke kommersielle antistoffer som er framstilt ved at peptidsekvenser fra Blimp-1
fra menneske er brukt som antigen. Fra laks er det tilgjengelig kun kortere cDNA
sekvenser som viser likhet med Blimp-1, og sekvensulikheter mellom laks og menneske
kan veare grunnen til at de kommersielle Blimp-1 antistoffene ikke gjenkjente samme
molekyl fra laks. Selv om Blimp-1 cDNA er identifisert hos andre teleoster er det ikke
sikkert at Blimp-1 utgver liknende funksjon i differensieringen av B-celler til
plasmaceller som hos hgyerestdende vertebrater (Ohtani et al., 2006). I en ny artikkel
av Castro et al, 2013 er det vist at langlivede plasmaceller hos bruskfisk (hai) ikke
uttrykker Blimp-1. Dessuten ble funn av Blimp-1 i bruskfisk, samt i Zwollo et al,, 2005
gjort i milt, et organ som ikke er foreslatt & i mindre grad inneholde langlivede
plasmaceller. Dette belyser det faktumet at veldig lite er kjent vedrgrende funksjonen til

Blimp-1 hos fisk, og hos laks spesielt

Antistoffet tXbpl-S ga heller ingen band ved Western blot pa milt- og hodenyreceller fra
laks. Forsgk fra regnbuegrret (Barr et al, 2011) viste gkende uttrykk av Xbpl ved
Western blot pa leukocytter fra milt frem til 10 dager etter in vitro stimulering med LPS,
samtidig som uttrykket av mIgM tung kjede gkte. Dette indikerer at Xbpl her har en

funksjon under aktiveringen og den videre differensieringen av modne B-celler til ASC.

Xbpl gensekvensen fra laks viser stor homologi med Xbpl fra regnbuegrret, og
peptidsekvensen som er brukt for a lage regnbuegrret tXbpl-S antistoffet burde

gjenkjent samme protein fra laks.
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Et aspekt som ogsa kan ha bidratt til at vi ikke var i stand til & detektere hverken Blimp-
1 og Xbpl var at vi ikke undersgkte celletyper som uttrykker disse. Cellelysat fra
hodenyre og Ig-selekterte celler fra milt ble undersgkt, men det kunne veert interessant
a undersgke leukocytter fra milt grundigere. Basert pa observasjoner gjort i Barr et al.,
2011 kunne det veert interessant a undersgke cellelysat fra milt hgstet senere enn 7

dager etter stimulering med CpG.

4.1.3 IgM er en kjent humoral komponent i immunforsvaret til laks

Ut fra den kjente stgrrelsen til tung og lett kjede av sekretorisk IgM til laks, er det i (figur
8) muligens uttrykk av begge (Magnadottir, 1998). Western blot metoden
(Immunfluoriserende deteksjon) som ble benyttet viste seg a gi jevnt over mer
bakgrunn, og medvirket til at bandene fremstod som utydelige. Dette antistoffet binder
til to band forenelig med IgM lett kjede med molekylvekt (mv) i underkant av 30 kDa, og
tung kjede med mv i overkant av 70 kDa. Det er mulig at spesifisiteten til antistoffet er
darlig, men det er mer sannsynlig at grunnen til at bandene fremstar utydelige er at det
her arbeides med serum. Det er kjent at andre proteiner, og spesielt albumin pavirker
transporten gjennom gelen ved SDS-PAGE, samt at de kan hindre binding av primeert

antistoff.

Antistoffet (IgF1-18) er laget mot IgM fra regnbuegrret, men har ved tidligere forsgk vist
seg a binde til begge IgM isotypene (A og B) hos laks (Hedfors et al, 2013). Pa bakgrunn
av dette var det forventet at spesifisiteten skulle veaere hgy, noe resultatene (figur 9) ogsa
antyder. I denne prgven er imidlertid ogsa andre proteiner som potensielt kunne
interferer med resultatet fjernet, noe som trolig ogsa har betydning for hva som

detekteres ved Western blot.

4.2 Hvilke celler uttrykker Pax5?

Basert pad en rekke forsgk gjort pa regnbuegrret er det vist at transkripsjonsfaktoren
Pax5 uttrykkes i alle leukocytter som er "programmert” til B-celle differensiering, fra
pro B-celler til plasmablaster (Zwollo et al, 2005; Zwollo et al, 2008; MacMurray et al.,
2013). Som nevnt tidligere er den etablert metoden for isolering av leukocytter i var lab

(Jergensen et al, 2001) a benytte en 25% og 54% diskontinuerlig gradient. Imidlertid
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har B-celler i forsgk gjort pa regnbuegrret blitt isolert fra gradienter med hgyere tetthet
(60 og 70%) (Zwollo et al, 2005). Vi gnsket derfor & undersgke om metoden beskrevet i
Jorgensen et al 2001 i tilstrekkelig grad anriker B-celler, eller om enkelte av disse gar
tapt i gradienter med hgyere tetthet. Med dette som utgangspunkt ble det satt opp
forsgk med 50, 54, 62, og 70% perkoll-gradienter.

4.2.1 Uttrykk av Pax5 i leukocyttfraksjoner isolert ved bruk av ulike tetthetsgradienter
Cellene i figur 11 (A og B) var morfologisk svert heterogene og var sammensatt av bade
monocytt/makrofagliknende celler, polymorfonukleare celler og i tillegg var sm3, runde
kompakte celler som morfologisk minner om modne B-celler tilstede. Fra milt var det
imidlertid en markant hgyere andel celler med morfologi forenelig med modne B-celler i
50% og 54% gradientene (figur 12, A og B). Morfologien til cellene minner om modne
lymfocytter, og skiller seg tydelig fra umodne erytrocytter synlig i samme bilde nede i
venstre hjgrne (figur 12, A) (Amin et al, 1991). Analyse av Pax5 uttrykk i celler isolert
fra de ulike gradientene viste at Pax5 45kDa hovedsakelig var uttrykt i celler fra 50 og
549% gradientene. Dette gjaldt bade gradienter isolert fra hodenyre og milt.

Tidligere morfologiske undersgkelser av hodenyren til laks har beskrevet liknende
heterogenitet i cellepopulasjonen (Haugland et al, 2010). Vi observerte i vare
preparater celler forenelig med plasmaceller (Amin et al, 1991) og celler med liknende
morfologi var ogsd observerbare i 42% og 54% gradienten (figur 14, A og B). Ingen
celler med antatt B-celle/plasmacelle morfologi ble observert i celler isolert fra
gradienter med hgyere tetthet enn 54%, noe som indikerer at lymfocytter ikke ble
isolert fra disse gradientene. Uttrykket av Pax5 i hodenyre (figur 10; figur 13)
underbygger dette, og antyder at Pax5 ble kraftigst uttrykt i celler fra 50% og 54%

sjiktene.

for gvrig var uttrykket av Pax5 35 kDa (figur 10) sa likt mellom prgvene at det nesten
kunne fungere som en ytterligere loadingkontroll. Siden Pax5 35 kDa er like kraftig
uttrykt i prgvene fra 70% perkollgradient fra milt (som nesten utelukkende inneholdt
umodne erythrocytter), som i 50% gradienten (Figur 10, bilde D), er dette en indikasjon
pa at denne isoformen ogsa har en funksjon i andre celletyper enn modne B-celler og

plasmaceller.
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Resultatene fra gradientforsgket er ikke i overensstemmelse med liknende forsgk gjort
pa leukocytter fra regnbuegrret (Zwollo et al, 2005; Bromage et al., 2004; MacMurray et
al., 2013). Basert pa bade morfologiske undersgkelse og Western blot med tPax5-PD fra
50, 54, 62 og 70% gradienten konkluderes det med at vare resultater viser at B-cellene
hovedsakelig befinner seg i 50 og 54% sjiktet pa perkoll-gradientene etter
sentrifugering. Det er lite sannsynlig at B-cellene hos laks avviker med henhold pa
tetthet og stgrrelse sammenliknet med regnbuegrret, og at det derfor er andre arsaker

til den observerte forskjellen.

Det er viktig & nevne at cellesuspensjonen i perkoll-gradientene i Zwollo et al,, 2005 ble
spunnet ned pa 1900 x g, mens vi til sammenlikning, etter anbefaling fra produsent,
sentrifugerte ved 400 x g i vare forsgk. Det er grunn til a tro at sentrifugering ved hgyere
hastighet vil utgve en hgyere kraft pa cellene som har gjort at gradienter med stgrre
tetthet har veert ngdvendig for & stoppe cellene. Det er heller ikke usannsynlig at
dannelsen av celleaggregater som vist i figur 11, (B) er av betydning for hvor cellene

plasserer seg i gradienten.

4.3 Er det mulig a skille B-celler og plasmaceller ved a benytte ulike perkoll-
gradienter?

I gjeldende protokoll for isolering av leukocytter fra cellehomogenat benyttes en
diskontinuerlig 25%/54% gradient (Jgrgensen et al, 2001). Dette er imidlertid en
metode for a isolere hele leukocyttpopulasjonen. Plasmaceller og B-celler hos laks har
sveert ulik morfologi (Amin et al, 1991; Haugland et al, 2010), og det ble derfor i dette
forsgket undersgkt om det ved a benytte en 42% og 54% diskontinuerlig perkoll-
gradient lot seg gjgre a adskille disse to lymfocytt-typene. For a undersgke dette ble
morfologiske undersgkelser av cytospinn-preparater av leukocytter fra hodenyre, milt
og blod undersgkt etter isolering av leukocytter anriket ved 42% og 54% sjiktet.
Deteksjon av Pax5 ved Western blot hos de isolerte leukocyttene ble foretatt, og tPax5
antistoffet ble benyttet til dette.
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4.3.1 Hodenyre

Det ble i hodenyre observert stor heterogenitet i cellepopulasjonene fra begge
gradientsjiktene samtidig som Pax5 ved Western blot ble detektert i begge sjiktene
(figur 13). Som tidligere diskutert antas nyren a inneholde Pax5* B lymfocytter i
varierende utviklingsstadier, og uttrykk av Pax5 vil derfor ikke veaere en egnet markgr
for a skille plasmaceller og B-celler fra hverandre. Imidlertid antar man at Pax5 ikke
uttrykkes i plasmaceller, noe som gjgr dette proteinet til en uegnet markgr for a pavise
denne celletypen. Dessuten er det fra fra pattedyr kjet at B-celler i tidlige
utviklingsstadier (stamceller og pro B-celler) er celler som i stgrrelse likner betraktelig
mer pa Pax- plasmaceller (Zwollo et al, 2008). Derfor er det umulig & konkludere med
om de aktuelle perkoll-gradientene har klart a skille plasmaceller og B-celler uten en
egnet markgr for disse. Et fungerende antistoff mot Xbpl sammen med antistoff mot IgM

hadde veert betraktelig bedre.

Det er verdt & merke seg at det ved inkubering med tPax5-E10 (figur 13) ble detektert to
band i hodenyre, mens ett ble detektert i milt. Det "ekstra” bandet kan vaere en tidligere
diskutert isoform avPax5, og dette bandet viste ogsa hgyere uttrykk enn 45kDa bandet.
Den/de celletypene som uttrykker denne isoformen er ikke tilstede i milt, og dette kan
illustre at cellepopulasjonene i hodenyre er mer heterogene sammenliknet med milt. Det
kan ogsa vise forskjellen mellom intensitet og uttrykk mellom to i utgangspunktet
identiske Western blot. Det kan vare interessant a spekulere i om det andre bandet som
observeres serlig i hodenyre (figur 13) uttrykkes av en celletype spesifikk for dette
organet. Som nevnt i introduksjonen er Pax5 vist & ha en negativ effekt pa
differensiering av myeloide celletyper til granulocytter i teleoster (Hodawadekar et al.,
2007). Andelen myeloide celler er hgyere i hodenyre sammenliknet med milt, og det er
ikke umulig at dette andre bandet kan forklares ved at myeloide celler fra ulike

utviklingsstadier finnes her, og at enkelte av disse uttrykker denne pax5 isoformen.

4.3.2 Milt

Fra milt (figur 12, C og D) ble flere plasmacelleliknende lymfocytter observert i prgver
hgstet fra 42% gradientsjiktet enn i prgver fra 54%. Siden pax5 i regnbuegrret antas a
uttrykkes i alle B-cellestadier med unntak av pro B-celler og plasmaceller, vil ikke

plasmacellepopulasjonen kunne detekteres med dette antistoffet (Zwollo et al 2008).
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Samtidig vil en plasmablast likne veldig pa en plasmacelle, noe som gjgr det enda
vanskeligere a differensiere mellom Pax5+ og Pax5- leukocytter. Dette illustrerer det
kanskje stgrste problemet med a bruke antistoff mot Pax5 som skille pa plasmaceller og

modne B-celler i milt.

Bade morfologien til cellene og Pax5 uttrykket var ulikt i 42% gradientsjiktet
sammenliknet med 54% gradienten (3.2.2.). I 54% sjiktet ble en betydelig stgrre andel
celler med morfologi som er karakteristisk for modne B-celler observert (Amin et al,
1991). Forsgk gjort pa regnbuegrret (Zwollo et al, 2008) viste at B-celle populasjonen i
milten nesten utelukkende bestod av naive B-celler. Derfor er det svert interessant at
det ved Western blot ble detektert kraftigst uttrykk av Pax5 45kDa i 54% sjiktet fra milt
(figur 13), og basert pa den mer homogene cellesammensetningen enn i 42% sjiktet er
det sannsynlig at dette er naive B-celler som er celler med hgyt niva av Pax5. Uttrykket
av EF2 viser at det var en jevn proteinloading i prgvene fra bade milt og fornyre slik at
resultatene kan sammenliknes. Leukocytter fra Cytospinn-preparater fra sjikt som ogsa
viste hgyt uttrykk av Pax5 foreligger i tabell 6. Tabellen viser at morfologien til
leukocyttene som trolig har fgrt til det kraftige Pax5 uttrykket i disse prgvene er svert
lik.
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Tabell 6: En illustrering av leukocytter fra sjikt antatt 4 veere ansvarlig for det det hgye Pax5

uttrykket detektert ved Western blot pa cellelysat fra samme sjikt.

Vev  Morfolgi Sjikt % Pax 5 Bilde
uttrykk

Milt Sma nesten runde celler 50 +
med radius (8-10 pum).
Stor kjerne, lite
cytoplasma. Trolig en
moden lymfocytt (B-

celle)

Milt Likner pda modne 54 +
lymfocytter, men er
mer utflytende, og
virker  derfor  noe
stgrre. Trolig  delvis

lyserte modene B-celler

Blod, Kjerne i stgrre grad 54 ++
milt ruglete, og antydning til
mer cytoplasma
sammenliknet med

celletypen over.

4.3.3 Blod

Noe overraskende var det at leukocytter fra blod anriket i 54% gradientsjiktet (figur 13)
som hadde det kraftigste observerte Pax5 uttrykket av alle sjikt og organ undersgkt. Det
var i tillegg en betraktelig lavere proteinloading i disse prgvene sammenliknet med
prgver fra de andre organene fra samme oppsett. Da fisk mangler lymfeknuter,
argumenteres det med at blodet har en stgrre betydning ved eksponering av modne B-
celler for antigen (Ye et al, 2013). Dette er celletyper hvor Pax5 uttrykket forventes a

vaere hgyt. Det kan argumenteres med at dette indikerer betydningen blod hos laks har
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ved sirkulering av naive B-celler og transport til sekundaere lymfoide organ, hvor de kan

eksponeres for antigen.

Morfologien til cellene isolert fra 54% sjiktet i blod (figur 14, bilde F) viste hovedsakelig
mononuklezre celler med middels mye cytoplasma og en ruglete cellekjerne.
Morfologisk er disse cellene en mellomting mellom sma kompakte lymfocytter og store
plasmaceller. Til sammenlikning skiller disse cellene seg fra makrofager og
melanomakrofager som kan sees midt i bildet (F). Haugland et al, 2010 beskriver
liknende celletyper i blod hos laks og de framsetter en hypotese om at dette kan vare
granulocytter i et tidlig utviklingsstadium (granulopoese). Denne teorien kan
underbygges av observasjoner gjort i regnbuegrret hvor perifere blod leukocytter (PBL)
ikke differensierte til Ig sekrerende celler etter stimulering med LPS (Zwollo et al,
2008). I hvilken grad andre celletyper hos laks uttrykker Pax5 i sine stadier av utvikling
er usikkert, og ut fra det vi kjenner til eksisterer ingen tilgjengelig informasjon om dette

fra laks.

4.3.4 Cytospinnpreparater som verktgy for observasjon av leukocyttmorfologi?

Ulike forhold ved tillaging av cytospinn-preparatene har trolig pavirket resultatet
observert ved mikroskoperingen. Selv om det ble tatt utgangspunkt i lgsninger med
kjent celletall, ble det observert svaert varierende celletall pa preparatene, og her ligger
trolig feilen hos undertegnede. 1 preparatene ble det observert en viss andel diffuse
fargede omrader uten klar avgrensing av cellemembranen som trolig er lyserte celler
(figur 11, D). Erfaringsmessig vet man at celler vil kunne lysere hvis det tar for lang tid

mellom cytospinn og fiksering.

Immunofarging av cytospinn-preparater med det monoklonale anti-C7G7 (anti-IgM) har
vist seg a detektere IgM fra cytoplasma (sekretorisk) hos laks (Pettersen et al, 1995;
Haugland et al, 2010). Dette ville veart en ypperlig metode for & pavise plasmaceller i
vare preparater. Immunofarging ble utprgvd, men antistoffet viste ingen spesifisitet.
Videre karakteristikk basert pa morfologi er vanskelig uten gode markgrer, og det kan
konkluderes med at vi her ikke Klarte a skille lymfocyttene fra plasmablaster/modne

plasmaceller.
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4.4 Uttrykk av Pax5 i IgM* og IgM- leukocytter

Resultatene fra Western blot av Ig selekterte celler (Figur 15) antyder at Pax5 er
kraftigst uttrykt i leukocyttene som er positivt selektert for membranbundet IgM, og
dette stemmer godt overens med funn gjort fra regnbuegrret (Zwollo et al, 2008; Barr et
al, 2011). I mangel pa flere markgrer at det ikke er mulig 4 avgjgre hvilke
modningstrinn disse B lymfocyttene er i. Naive B-celler, aktiverte B-celler og

plasmablaster er alle definert som Pax5*/mIgM* populasjoner i nevnte artikler.

[ leukocytter fra hodenyre ble Pax5 uttrykt i bade Ig* og Ig- fraksjoner, men kraftigst i de
Ig* selekterte cellene. Uttrykket hadde trolig vaert mer jevnt mellom Ig* og Ig- celler om
proteinloadingen mellom disse prgvene ogsa hadde veert det. Data fra regnbuegrret har
vist at hodenyren har en svert heterogen cellesammensetning som inneholder
Pax5*/mIgM- (pro B-celler og pre B-celler) samt Pax5*/mIgM* (aktiverte B-celler og
plasmablaster) lymfocytter (Zwollo et al, 2008). Pa bakgrunn av dette er det ikke
overaskende at Pax5 detekteres i begge fraksjonene, og kan indikere tilstedeveerelse av
flere utviklingsstadier av B-celler. Cytospinn-preparatene gjenspeiler ogsa den store
heterogeniteten hodenyre innehar. Leukocytter med en morfologi forenelig med
plasmaceller observeres hovedsakelig i den Ig- fraksjonen, og indikerer at disse er
negativt selektert. Dette er forventet siden de ikke er antatt & uttrykke mIgM (Zwollo et
al, 2008). I likhet med 3.2.1 og 3.2.2 er det vanskelig a trekke klare konklusjoner basert

pa morfologien til cellene fra hodenyre uten ytterligere markgrer.

Nar det gjelder milt med funksjon som sekundert lymfoid organ er det antatt at
hovedandelen av B-cellene her vil veere mIigM* positive. Forenelig med nevnte funn pa
regnbuegrret er det forventet at alle Pax5* lymfocytter her uttrykker mIgM (Barr et al,
2011). Dermed er resultatene fra Western blot hvor Pax5 kun er uttrykt i den Ig*
fraksjonen, og ikke i den Ig- fraksjonen, en indikasjon pa at metoden med selektering av
populasjoner med mIgM har veert vellykket. Cytospinnpreparatet fra den Ig* fraksjonen
fra samme organ inneholdt hovedsaklig celler som liknet de cellene som ble observert
fra 54% sjiktet i blod (pkt 3.2.2). Western ga ogsa her et kraftig Pax5 45kDa uttrykk. Her
er det vanskelig a trekke konklusjoner, men cellene har en morfologi som er forenelige
med lymfocytter, og mer spesifikt kan dette veere lymfocytter i ulike utviklingsfaser, for
eksempel aktiverte umodne B-celler, lymfocytter eller plasmablaster. Fa celler i

cytospinn-preparatene kombinert med lite protein applisert pa gelen fra begge Ig
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fraksjoner bidrar til at prgveoppsettet ikke er optimalt for miltprgvene. Disse forsgkene

bgr gjentas fgr sikre konklusjoner kan tas.

4.5 Invitro stimulering av leukocytter med CpG ODNs evne til 4 initiere adaptive
immunresponser.

Flere ulike studier gjort pa ulike fiskearter, inklusive laks, har dokumentert at syntetiske
CpG nukleotider gir en sterk immunologisk respons (Jgrgensen et al, 2003; Meng et al.,
2003; Pedersen et al, 2006). Fra pattedyr er det dessuten kjent at CpG aktiverer det
adaptive immunsystemet ved blant annet @ modne DC (Vollmer & Krieg, 2009). Derfor
ble det i denne delen undersgkt om det i leukocytter fra laks var mulig & pavise
endringer i dynamikken av forskjellige markgrer forbundet med aktiveringen av
adaptive immunresponser etter stimulering med CpG ODN in vitro hos laks. Pax5 ble
detektert ved Western blot av CpG stimulerte og ustimulerte leukocytter fra milt og
hodenyre, mens Western blot mot sekretorisk IgM ble foretatt fra superntantene til
disse leukocyttene. Dessuten ble transkripter av mIgM, med Mx som positiv kontroll,

detektert ved RT-qPCR av stimulerte og ustimulerte leukocytter fra milt og hodenyre.

Uttrykket av Pax5 i leukocytter isolert fra hodenyre og milt ble analysert ved Western
blotting med antistoffene tPax5-PD og tPax5-E10 (Figur 19 og 20), og Pax5 45kDa ble
detektert i milt ved bruk av begge antistoffene, mens uttrykket i hodenyre var svakt eller
ikke detekterbart. Bade nar antistoffene tPax5-PD og tPax5-E10 ble benyttet, var det
uttrykket av Pax5 45kDa som var interessant siden dette er antatt a veere Pax5 full-
lengde (pkt. 4.1). Bade i figur 19 og appendix Il er det indikasjoner pa at uttrykket av
Pax5 45kDa minsker ved de senere tidspunktene etter CpG stimulering, men imidlertid
gjogr tilsvarende nedgang i uttrykket av EF2 at det er stor usikkerhet rundt disse
resultatene. 1 figur 20 er imidlertid ingen endring i deteksjon av Pax5 45kDa
observerbar mellom stimulerte og ustimulerte leukocytter. Det var ikke basert pa
Western blot med antistoffer mot Pax5 (tPax5-PD og tPax5-E10) mulig & konkludere
med om Pax5 45kDa uttrykket hadde endret seg over tid etter stimulering med CpG in

vitro.
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4.5.1 Milt

Pax5 45kDa uttrykkes likevel i milt som vist i begge figurene (figur 19 og 20). Som
tidligere nevnt er innslaget av naive B-celler sveert hgyt i milt. Ved a benytte Pax5 som
markgr i Western blot observeres en reduksjon i uttrykk av Pax5 45kDa etter
stimulering med (CpG ODN) som antyder at B-celler differensieres til plasmaceller.
Resultatene presentert i figur 19 indikerer at uttrykket av Pax5 45 kDa reduseres etter
in vitro stimulering med CpG ODN, noe som ogsda ble observert ved repetisjon av
forsgket fra ulike individer (Appendix II). EF2 er imidlertid ujevnt uttrykt i disse
blottene som dermed gjgr at resultatene i disse forsgkene er usikre. Positiv kontroll
(helt til hgyre i figur 19) har likevel bade lavere proteinloading og et kraftigere uttrykk
av Pax5 45 kDa sammenliknet med alle prgvene hgstet 3 og 7 dager etter CpG ODN
stimulering. Dette er en indikasjon pa at uttrykket av Pax5 45kDa har sunket, som igjen
kan bety at differensiering fra Pax5* B-celler til lymfocytter med lavere Pax5 uttrykk, for

eksempel plasmaceller eller plasmablaster, har funnet sted.

Basert pa analyser gjort pa oppkonsentrerte supernatanter fra stimulerte og ustimulerte
leukocytter fra milt (figur 21, A), ble et kraftigere uttrykk av sekretorisk IgM detektert i
stimulerte leukocytter sammenliknet med kontrollgruppen etter 7 dager. Dette er ekstra
interessant basert pa kunnskapen om at plasmablaster kan gjennomgd mitotisk
celledeling ved stimulering samtidig som de har en cellesyklus som ikke er lengre enn
18 timer (Bromage et al, 2004). Plasmaceller observeres i liten grad i milten hos
teleoster (Ye et al, 2013), og dette er ogsa rapportert i laks (Hedfors, 2012). Likevel kan
kortlivede plasmablaster veere ansvarlig for det sekreterte [gM som ble observert etter 1
og 3 dager i kontrollprgvene. Etter 7 dager kan det tenkes at disse plasmablastene, som
uten "insentiv” for celledeling i form av CpG, har gjennomgatt apoptose, og at de har
lysert/denaturert sammen med IgM som hos teleoster har en halveringstid pa 1-3 dager

(Yeetal, 2010).

4.5.2 Hodenyre

At Pax5 45kDa ikke uttrykkes i hodenyre ved Western blot er tilnaermet identisk med
observasjoner i MacMurray et al., 2013 hvor Pax5 45kDa uttrykk ved bruk av de to
samme antistoffene var tilneermet fravaerende i leukocytter fra hodenyre. Resultat fra

samme artikkel viste ogsa at Pax5 i lymfocytt-stamceller og pro B-celler hverken
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inneholdt paret domene (PD) eller C-terminal (exon 10), som henholdsvis tPax5-PD og
tPax5-E10 gjenkjenner. Videre er det ogsa vist fra regnbuegrret at plasmaceller i
hodenyre ikke uttrykker Pax5, samtidig som modne og aktiverte B-celler hovedsakelig
observeres i milt (Zwollo et al, 2005; Zwollo et al, 2010). Det er dermed potensielt fa
gjenveerende lymfocytter som vil uttrykke Pax5 i hodenyre, noe som kan gi en
indikasjon pa hvorfor Pax5 i sveert liten grad pavises her i vare forsgk. Et forbehold som
ma tas i betraktning er at Pax5-uttrykk i milt og hodenyre leukocytter ble analysert pa to
ulike membraner, og er dermed ikke direkte sammenliknbare. For a verifisere forskjell i

uttrykk bgr prgvene analyseres pa samme membran.

Den sldende forskjellen mellom stimulert- og kontrollprgve (figurer 21, B) indikerer at
in vitro stimuleringen med CpG ODN gir gkt sekresjonen av IgM. Det er viktig a huske at
alle sekreterte proteiner vil forbli i supernatanten, og basert pa dette er et kraftigere
uttrykk av IgM fra dag 7 sammenliknet med dag 1 et forventet resultat gitt at det er
antistoff sekreterende celler (ASC) tilstede. Et viktig poeng her er at halveringstiden til
serum IgM i regnbuegrret er vist a veere sa kort som 1-3 dager (Ye et al, 2010). Dette
kan dermed veere indikasjon pa at IgM i liten grad akkumuleres i supernatantene utover
i forsgksperioden. Den viktigste implikasjonen av dette er derfor at IgM titer kan
relateres til antall/andel APC i cellepopulasjonen. Nar det har gkt sa kraftig som det har
gjort (figur 21, B) er det en observasjon som peker i retning av at CpG har pavirket

utskillelsen av sekretorisk IgM fra plasmaceller.

Plasmaceller mangler i stor grad membranbundne IgM reseptorer (Angelin-Duclos et al.,
2000; Zwollo et al, 2008). Det er derfor svert interessant at det i APC fra laks er pavist
utskillelse av MHCII molekyler og ko-stimulatoriske faktorer i exosomer (lliev et al,
2010). Denne sekresjonen ble kun pavist i hodenyre etter in vitro stimulering med CpG
ODN, og ikke i milt. Det ble ogsa vist at det var en subpopulasjon av adherente celler
(trolig makrofager) i hodenyre som gjorde dette. Det er kjent at CpG ODN er en ligand
for TLR9 reseptoren i laks (Iliev et al, 2010). CpG har som tidligere nevnt vist seg a
indusere medfgdte immunresponser blant annet type I IFN sekresjon i laks (Jgrgensen
et al, 2003; Pedersen et al, 2006). Binding av ligand til TLR9 er hos mennesker vist a
pavirke adaptive immunresponser gjennom blant annet modning av DC (Guducci et al,
2006). Det er derfor mulig at spesifikke makrofag subpopulasjoner i hodenyre

stimuleres av CpG og bidrar til a aktivere B-celler til gkt sekresjonen av IgM, og at dette
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skjer i hodenyre, men ikke i milt. Figur 18 stgtter denne hypotesen, og viser at gkning av
mligM transkripter kun skjedde i hodenyren. Likevel er det viktig 4 papeke at Western
blot ikke er et kvantitativt verktgy for a observere enkeltcellenes respons, og at metoden
kun gir indikasjoner pa endringer innenfor den samlede leukocyttpopulasjonen for

hvert organ.

4.5.3 Begrensinger ved forsgket

Det er mulig at vi i dette forsgket ikke har inkubert leukocyttene over en tilstrekkelig
lang tidsperiode til & kunne pavise de endringene vi gnsker a studere. Bide med hensyn
pa IgM sekresjon og endring i morfologi ble det ved in vitro LPS stimulering av
regnbuegrret leukocytter observert et relativt hgyere antall ASC tidligst ved dag 5 etter
stimulering for bade milt og hodenyre. Hgyeste andel ASC ble observert 8 dager etter
stimulering i milt, og 12 dager etter stimulering i hodenyre (Bromage et al, 2013).
Derfor hadde det vert interessant 4 male bade Pax5 uttrykket i leukocytter og IgM fra
supernatanter ved senere tidspunkt enn vi har gjort i disse forsgkene. Ett av problemene
er at det har vist seg vanskelig a holde leukocytter fra laks i kultur ut over 7 dager.
Samtidig er leukocyttkulturene benyttet pa regnbuegrret (Bromage et al, 2013; Zwollo
et al, 2005; Barr et al, 2011) inkubert ved 18°C, mens kulturene i vare forsgk ble
inkubert ved 149°C. Cellulaere prosesser skjer hurtigere ved hgyere temperaturer, og
dette kan ha medfgrt at leukocyttene i denne oppgaven ikke har rukket a utvikle
endringer av de markgrene som er benyttet, og som lar seg detektere ved de
tidspunktene valgt her. Selvfglgelig er det hos eksoterme organismer som teleoster
betydelige artsforskjeller i hvilket temperaturoptimum cellene har, og dette ma ogsa tas
i betraktning. Laks har temperaturoptimum pa mellom 4°C og 129C (Reddin & Shearer,
1987). Ved a inkubere cellene pa hgyere temperaturer enn dette kan cellene pavirkes
negativt, samtidig som det kan gi et "feil bilde” pa effekten CpG har pa organismen. For
eksempel vil det ikke kunne sammenliknes med in vivo responser (som vaksinering)

siden temperaturen da helt sikkert er laver.

Resultatene fra disse forsgkene gir imidlertid indikasjoner pa at in vitro stimulering av
leukocytter fra milt og hodenyre med CpG ODN har initiert en adaptiv immunrespons
selv om dette ikke kom frem ved deteksjon av Pax5. Pax5 alene er ikke en optimal

markgr for a pavise differensiering av B-celler, og ville fungert vesentlig bedre i
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kombinasjon med markgrer, som for eksempel Blimp-1 eller Xbpl, for & pavise de
terminale stadiene i differensieringen av lakse B-celler til plasmaceller/plasmablaster
hos laks, for eksempel Blimp-1 eller Xbpl. Deteksjon ved Western blot er dessuten ikke
et tilstrekkelig sensitiv verktgy, og andre metoder som Flow Cytometri eller

"Fluorescence-activated cell sorting” FACS hadde trolig veert mer egnede metoder.

4.6 Pax5 som markgr for initiering av en adaptivimmunrespons etter
vaksinering med SAV Ag alene og kombinert med TLR ligander som adjuvant.

Det er vist at CpG og poly I:C kan stimulere immunresponser hos laks, men ogsa at de
kan veere effektive adjuvanter i en eksperimentell PD vaksine hvor disse nukleinsyrene
er blandet med inaktivert SAV helvirus Ag (Strandskog et al, 2011; Thim et al, 2012;
Thim et al, 2013). Det er fra pattedyr kjent at TLR-ligander kan pavirke lengden av og
styrken i en antistoffrespons (Kasturi et al, 2011; Zhu et al, 2008). [ denne delen av
oppgaven ble det undersgkt om Pax5-nivdet i viktige immunorganer hos laks
immunisert med SAV Ag og CpG/poly I:C alene, og SAV Ag/CpG i kombinasjon ville
endre seg over tid og dermed kunne bidra til & beskrive dynamikken i den adaptive

immunresponsen i de ulike gruppene sammenliknet med kontrollgruppen.

Pax5 45 kDa viste et jevnt lavt uttrykt i alle gruppene frem til 6 uker etter forsgksstart.
Pa dette tidspunktet var det en markant gkning i uttrykket av Pax5 45kDa hos alle
gruppene, inklusive kontrollgruppen (figur 22 og 23). Det er derfor ikke mulig a
konkludere om SAV Ag eller CpG og Poly I:C, hverken alene eller i kombinasjon, har klart

a initiere en adaptivimmunrespons kun ved a detektere Pax5 nivdet ved Western blot.

Det som skjer ved initiering av en immunrespons i ett individ er forskjellig fra det som
skjer i et annet. Det er viktig d kjenne til forskjellene fra stimulering av leukocytter in
vitro. Den viktigste forskjellen er at det hos in vitro leukocytter i kultur vil veere feerre
celletyper og molekyler som skilles ut av disse er kun veere en del av den totale
cellepopulasjonen som er tilstede i det aktuelle organet ved det tidspunktet cellene
isoleres. I tillegg involverer en humoral adaptiv immunrespons, slik det er antatt a
fungere hos teleoster, et samspill mellom primaere og sekundaere lymfoide organer, og
det vil finnes vesvsspesifikke populasjoner av B-celler som varierer i dets uttrykk av
Pax5, membranbundet IgM og sekretorisk IgM (Zapata et al, 2006; Zwollo et al, 2008).

En optimal primeer og sekundeer immunrespons, slik den foregdr i organismen er
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avhengig av produksjon av naive modne B-celler i hodenyren. Modne B-celler fra
hodenyren sendes gjennom blodet til baknyre og milt, hvor de gjennom interaksjoner
med antigen aktiveres, og deretter differensierer til plasmaceller/plasmablaster. Enkelte
"memory” B-celler migrerer tilbake til hodenyren hvor de ved interaksjoner med APC
og/eller andre signaler kan stimuleres til videre celleproliferasjon av B-celler. Dette er

celletyper (Pro- pre- og umodne B-celler) som antas a vaere Pax5* (figur 1).

Figur 23 kan gi indikasjoner pa svakere Pax5 45kDa uttrykk i hodenyre for SAV Ag + C/P
sammenliknet med de andre gruppene, selv om forskjellene er relativt beskjedne. Det er
fra regnbuegrret framsatt en teori om at en modningsgradient av B-celler fra "anterior”
nyre til "posterior” nyre eksisterer (Zwollo et al, 2005; Zwollo et al, 2010). Denne
modellen vil kunne gi en god forklaring hvorfor uttrykket av Pax5 i er sapass stabilt i
hodenyre gjennom forsgksperioden. Hvis Pax5* B-celler kontinuerlig migrerer til andre
deler av nyren som en del av modningsprosessen, ville uttrykket av Pax5 i hodenyre
forbli stabilt ved tidlige stadier av adaptive immunresponser. Nar Pax5 uttrykket gker sa
kraftig 6 uker etter immunisering, kan det skyldes at Pax5* lymfocytter (umodne-,
modne, plasmablaster og plasmaceller) har migrert til milten. En relativ hgyere andel
plasmaceller vil forventes a observeres i hodenyren etter immunisering. Dette er som
tidligere nevnt en Pax5- celletype, og en relativ gkning av denne celletypen vil dermed
ytterligere bidra til at Pax5 45 kDa uttrykket forblir lavt i leukocyttpopulasjonen sett

under ett.

[ leukocyttpopulasjonen fra milt ble det dessuten detektert et tredje band i underkant av
40kDa i milt. Dette bandet ble da detektert for alle gruppene med unntak av SAV Ag +
C/P gruppen. Det er mulig at dette er den tidligere omtalte isoformen Pax5A2 som dette

antistoffet kan gjenkjenne, og som ser ut til & veere mest uttrykt i milten hos laks.

Det er bade fra laks og regnbuegrret vist at konsentrasjonen sekretorisk antistoff vil
vaere forhgyet etter 6 uker, og na en topp 8 uker etter intraperitonal vaksinering
(Valdenegro-Vega et al, 2013; Bromage et al, 2004). Det er spesifikk antistoffrespons
som er det vanligste malet pa om en vaksine har vart i stand til a intiere en adaptiv
immunrespoins hos fisken. Prgver hgstet 6 uker etter forsgksstart er immidlertid na
analysert ved ELISA, og antyder en betydelig spesifikk antistoffrespons i de vaksinerte
gruppene. Forelgpige resultater antyder noe overraskende at CpG og poly I:C i

kombinasjon ga den kraftigste responsen. Det er selvfglgelig for tidlig a konkludere med
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noe enda men dette er interessante resultater. Selv. om markgren (Pax5) i denne
sammenheng har vist seg a veere uegnet ved Western blot deteksjon , kunne det veert
interessant a detektere Pax5 med samme antistoff ved for eksempel FACS. Arbeidet i
denne oppgaven har lagt grunnlag for dette, og det blir spennende a fglge det videre

arbeidet pa dette omradet.
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5

Konklusjoner

Polyklonale antistoffer som gjenkjenner transkripsjonsfaktoren Pax5 fra
regnbuegrret kryssreagerte med proteiner fra lakseleukocytter isolert fra
hodenyre, milt og blod. Ved Western blot detekterte disse antistoffene et protein
rundt 45kDa som er forenelig med full-lengde Pax5 fra laks (mw er 41.7 kDa).

Det kunne ikke detekteres band i leukocyttlysat fra laks ved bruk av antistoff mot
Blimp-1 og Xbpl ved Westen blot deteksjon.

Ulike perkoll-gradienter ble testet med formal a finne varianter som kunne skille
naive B-celler og plasmaceller. Ved morfologiske undersgkelser og Western blot
ble Pax* leukocytter anriket hovedsakelig fra 50% sjiktet og 54% sjiktet fra
diskontinuerlige perkoll-gradienter. Spesielt i milten var innslaget av celler med
morfologi karakteristisk for naive B-celler hgyt i dette sjiktet. Det ble derfor
basert pa morfologi og uttrykk av Pax5 konkludert med at naive B-celler trolig
ble isolert fra disse sjiktene. I sjiktet med lavere tetthet (42%) fant vi seerlig i
hodenyre anrikning av celler som hadde morfologiske kjennetegn som er
karakteristiske for plasmaceller, og i kombinasjon med at Pax5 uttrykket var lavt
uttrykt i cellelysatet fra dette sjiktet for alle organ, konkluderer vi med at

plasmaceller trolig ble isolert i 42% sjiktet.

Separering mellom naive B-celler og plasmaceller med antistoff for
membranbundet IgM viste at bade positivt og negativt selekterte leukocytter i
hodenyre uttrykte Pax5, som er forventet basert pa at det finnes bade
mlgM+*/Pax5* (naive, aktiverte og plasmablaster) og migM-/Pax5* (pre-, umodne
B-celler) i dette organet. I milt virket Pax5* med morfologi forenelig med naive B-

celler d isoleres basert pa antistoff mot mIgM.
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Malinger av mIgM transkripter ved RT-qPCR og Pax5 uttrykk ved Western blot
deteksjon med tPax5-PD og tPax5-E10 fra cellelysat fra milt- og
hodenyreleukocytter ga indikasjoner pa at in vitro stimulering med CpG ODN
induserte modning av B-celler hos laks. Forhgyet niva av sekretorisk IgM i
supernatanter fra milt- og hodenyreleukocytter viser at CpG stimulering bidrar til

gkt modning av B-celler til plasmaceller

Pavisning av Pax5 alene er ved Western blot ikke egnet som markgr for 8 male

effekten vaksinering har knyttet til initiering av B-celle responser i levende laks.
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Appendix I

Ulike reagenser benyttet til Western blott

‘ Blottebuffer x5 (1 liter) gram
Trisbase trizme-OH 15
Glysin 72
SDS 5

Blottebuffer x1: (0,5 liter)

5x blottebuffer 100

99,8% metanol (Sigma Aldrich) 70-100

MilliQ (destillert vann uten Mg?* og Ca?+) 300-330

TTBS x10 (1 liter) ml
Destillert H20 880
5 M NaCl 100
1 M tris (pH 7,5) 20
TTBS x1 (1 liter) ml
Destillert H20 899
TBS 100
Tween 20 1
Perkoll (GE Healtcare) 90
NaCl (5 mol) 3,08

MilliQ (destillert vann uten Mg?* og Ca?+) 6,92
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Appendix II
Western Blot av CpG stimulerte og ustimulerte leukocytter fra milt.

Fidl F2dl F3dl1 Fi1d3 F2d3 F3d3 F1d7 F2d? F3d7

F1dl F2d1 F3dl1 F1d3 F2d3 F3d3 F1d?

F2d7 F3d7

EF2
9 :

Figur. Western blot analyse med tPax-PD av lakseleukocytter fra milt stimulert in vitro med CpG.
Leukocytter fra tre individer er stimulert med CpG, og hgstet 1, 3 og 7 dager (d) etter stimuleringen.
Prgven er navngitt pa felgende mate; Fisk 1 hgstet 3 dager etter stimulering = (F1d3). Ustimulerte
kontrollprgver er hgstet ved samme tidspunkt. Stgrrelsesmarkgren MagicMark er benyttet, og EF2 er

inkludert som loadingkontroll. Membranene er eksponert i 15 minutter (A) Ustimulerte kontrollprgver
prgver (B) CpG stimulerte prgver.
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