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Sammendrag

Fagocytose er en viktig funksjon i det uspesifikkemunforsvaret hos fisk, og
medvirker til at leukocytter kan drepe infiserenmogener. Leukocytters evne til & ta opp,
drepe og bryte ned fagocytterte patogener, er anet basert pa oksygenavhengig og
oksygenuavhengig produksjon av ulike toksiske stofben oksygenavhengige produksjonen
av de toksiske reaktive oksygenstoffene (ROS) agtiee nitrogenstoffene (RNS), medfarer
en gkning i leukocyttenes oksygenopptak, og bereesom respiratory burst.

Hensikten med denne oppgaven var a utvikle etnaspy burst assay for leukocytter
fra Atlantisk laks $almo salarl.) og Atlantisk torsk Gadus morhudl..) for & undersgke
respiratory burst aktiviteten til isolerte leukoeyt fra blod (PBL) og hodenyre (HKL). |
denne oppgaven ble det arbeidet med & optimalisienailering av respiratory burst aktivitet i
leukocytter fra laks og torsk med phorbol 12-mwtist 13-acetate (PMA), for deretter a
tilsette dihydrorhodamine (DHR). DHR oksideresflilorescerende rhodamine (RHO) ved
respiratory burst aktivitet i leukocyttene. RHOdtascensen til de respiratory burst aktiverte
leukocyttene ble malt ved flow cytometri.

Det utviklede assayet paviste respiratory bursiviédtt hos leukocytter fra laks og
torsk, skilte godt mellom aktive og inaktive cellesg gav reproduserbare resultater.
Resultatene viste at respiratory burst aktivitetestimulerte leukocytter varierte noe mellom
individer, og ogsa mellom PBL og HKL. Forsgksoppetedv respiratory burst assay tilpasset
lakseleukocytter matte endres noe ved optimaligeaw oppsettet for torsk. Forskjellen pa
andel respiratory burst aktiverte leukocytter melllaks og torsk var liten, men leukocyttene
viste noe ulik grad av RHO-fluorescensintensitet.

Respiratory burst assayet ble ogsa testet ut gédgtter fra laks og torsk inkubert
med bakterienFrancisella philomiragia subsp.noatunensis som forarsaker sykdommen
francisellose hos torsk. Resultatene gav indikasjopa at bakterien delvis hemmet
respiratory burst aktiviteten hos PMA-stimulertaldecytter fra torsk, mens respiratory burst
aktiviteten i PMA-stimulerte leukocytter fra lakkelekstra aktivert.
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Introduksjon

1. Introduksjon

1.1. Immunologi i norsk fiskeoppdrett

Produksjonen av oppdrettslakS8amo salarL.) i Norge har de siste arene hatt en
markant vekst fra rundt 440 000 tonn i ar 2000;uiidt 740 000 tonn i ar 2008 (Kjgnhaey
al., 2009;Statistisk sentralbyra, 2009), og produksaiiene er stadig stigende. | tillegg har
interessen for nye fiskearter i oppdrett vokstjldaent torsk Gadus morhud..). Andre arter
har ogsa blitt, eller er i ferd med a bli, pravdsaim potensielle nye arter i oppdrett. En
utfordring ved oppdrett av alle disse fiskeartensyikdom. For & begrense gkonomiske tap og
opprettholde en etisk tolererbar tilstand til fiskppdrett, er fiskehelsen en viktig ngkkel til &
kunne drive en beerekraftig og fremtidsrettet pragiork.

Kunnskap om fiskens immunsystem er viktig i bekjetapn av sykdom. | Igpet av de
siste 20 arene er det ved hjelp av vaksinasjoh \@itlig & manipulere frem immunitet mot
visse patogener innen oppdrett. Vaksinasjon erigtrdet viktigste enkelttiltaket for a
forhindre sykdom.

| utvikling av vaksiner ligger det bak en mengdeskmingsarbeid pa funksjonene til
immunsystemet hos de ulike fiskeartene. Flere studar vist at immunsystemet hos fisk
deler en rekke likheter med immunsystemet hos legyertebrater, deriblant pattedyr (Du
Pasquier, 2001), men det gjenstar ennd mye forgkioina kunne klarlegge og skape full
forstaelse for de ulike immuncellene, de kjemiskeffsne og funksjonene som inngar i

fiskens ulike immunreaksjoner.

1.2. Fiskens immunsystem

Fiskens immunsystem kan i likhet med hgyere vestebs immunsystem deles inn i
det medfgdte uspesifikke, og det tilegnede spdsfiknmunsystemet. Det uspesifikke
immunsystemet hos fisk er velutviklet i forhold hibyerestdende vertebrater, og bestar av
fysiske, kjemiske og celluleere komponenter som lkativeres raskt (Magnadottir,
2006;Whyte, 2007). Det spesifikke immunsystemetlenimot noe mindre utviklet hos fisk
sammenlignet med hgyere vertebrater, men inneha fullt kjemiske og celluleere
komponenter som bidrar til selektiv gjenkjennelse matogener (Plouffeet al, 2005).

Forskjellen mellom betydningen av det uspesifikkp det spesifikke immunforsvaret ved
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infeksjoner hos fisk, kan blant annet forklaresdat evolusjoneere spranget mellom fisk og
pattedyr. Den poikiloterme fysiologien hos fisk faid ogsa til at antistoffrepertoaret,
cellemodningen og hukommelsen til cellene i detssBjje immunsystemet er begrenset, i
tillegg til at lymfocyttproliferasjon gar seint. Daspesifikke immunsystemet hos fisk reagerer
umiddelbart ved infeksjon, mens det spesifikke imeystemet bruker opptil 12 uker fgr det
er aktivert (Magnadottir, 2006). Hos teleoster et dgsa vist at komplementsystemet, i
motsetning til hos pattedyr, er aktivt ogsa vecel&amperaturer (Boshet al, 2006;Whyte,
2007).

De cellulzere komponentene bade i det uspesifikkepegifikke immunsystemet har
egenskaper til & gjenkjenne patogener, fremmedstanser og fysiologisk endrede celler, og
skille dem fra kroppens egne friske celler ("sedfigelf recognition”). De myeloide
celletypene hos fisk bestar av monocytter i bloeh snodnes ved aktivering til makrofager i
vev, ulike typer granulocytter (eosinofile, basefdg ngytrofile), trombocytter, erytrocytter,
NCC ("nonspesific cytotoxic cells”) (Secombes, 12Z¥#pataet al, 1996;Liet al, 2007), og
muligens dendrittiske celler (Lowst al, 2006;Lovyet al, 2008).

Mengden av de ulike granulocyttiske celletypenéevar mellom fiskeartene, men hos
torsk og laks er flesteparten granulocytter polyiorauklesere ngytrofile. Eosinofile og
basofile granulocytter kan veere fraveerende, dllstdde i et sveert lavt antall (R@gnneseth
al., 2006). Ngytrofile granulocytter finnes oftestlod og hematopoietiske organer, og er de
farste immuncellene til & migrere ut i infiserteglskadet vev (Segal, 2005). Hos laks utgjar
de ngytrofile granulocyttene cirka 36 % av immulesed i blod (Petterseet al, 2000), mens
I blod hos torsk er rundt 84 % av leukocyttene rddye granulocytter (Rgnnesett al,
2007). | hodenyre hos laks utgjer de ngytrofilengtacyttene 78 % (Rgnneseghal, 2006),
mens hos torsk er prosentandel ngytrofile grantiecy hodenyre rundt 48 % (Rgnneseth
al., 2007).

Lite er kjent om de dendrittiske cellene, og debkmnt annet usikkert om de er av
myeloid eller lymfoid opprinnelse, eller begge delBe dendrittiske cellene er kjent fra
pattedyr & vaere blant de profesjonelle fagocyttaras) funksjonen til de dendrittiske cellene
hos fisk er fremdeles uklar (Petterseinal, 2008). NCC hos fisk er trolig en mer primitiv
utgave av NK-cellene ("natural killer cells”) emfier i immunsystemet hos pattedyr (Yoder,
2004). Det er vist i flere studier at NCC gker aksiten ved tilstedeveerelse av spesifikke
antigener fra bakterier, kreftceller, parasitter sgppceller (Ellis, 2001;Cuestat al,
2007;Jianget al, 2008;Connoet al, 2009).
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Flere av leukocyttene er antigenpresenterende rcéM®C) som har evne til a
presentere antigen for lymfocytter i det spesifikkemunforsvaret. Denne presentasjonen
muliggjeres ved at antigen fra prosesserte patogpresenteres pa celleoverflaten etter
fagocytose, i sammenheng med MHC ("major histocdihilitly complex”) klasse | pa
malceller, eller MHC klasse Il pA APC. MHC-antigenkplekset presenteres for lymfocytter i
det spesifikke immunforsvaret, som kan reageretadcs videre produksjon av antistoff og
pafaglgende immunitet (Watts and Amigorena, 2001gKiet al, 2007a). | falge Cuestet
al.(2006), har monocytter/makrofager, melanomakrofager, T-Belgmfocytter, epitelceller
og dendrittiske celler blitt foreslatt som antigeegenterende celler hos fisk, og samtidig ble
ngytrofile granulocytter utpekt som mulige APC.

Funksjonene til de lymfoide celletypene hos fiskliex kjent. Ved hjelp av ulike
cellemarkarer, monoklonale antistoff (MAbs), harlyB¥focytter blitt pavist fra flere
fiskearter (Alvarez-Pellitero, 2008). B-lymfocyttielir produsert og modnes i hodenyren, som
hos fisk trolig er homolog med pattedyrs beinmangr mestedelen av hematopoiesen skjer.
| tillegg til & veere et primeert lymfoid organ, eodenyren og resten av nyren, ogsa et
sekundeert lymfoid organ, der presentasjon av patdégeleukocyttene skjer (Fletcher and
Secombes, 2001). Thymus er ogsa klassifisert sorprigteert lymfoid organ, hvor T-
lymfocytter blir produsert. Lite er kjent om T-lyodytter fra fisk, men gener som koder for
T-celle reseptor (TCR) er funnet, og i noen fiskeaer CD-markgrer som er kjent fra T-
lymfocytter i pattedyr (CD3, CD4 og CLJ pavist. Dette tyder pa at T-celler utgjer en
celluleer komponent i immunsystemet ogsa hos fiske@faet al, 2006;Alvarez-Pellitero,
2008).

Det uspesifikke immunsystemet bruker PRRs ("pattercognition receptors”) til
gienkjenning av fremmede substanser, eller PAMPgatfiogen-associated molecular
patterns”), som er konserverte strukturer pa uklesser mikroorganismer. De kjente Toll-
like reseptorene (TLR) fra pattedyr utgjer ogsasear gruppe PRRs hos fisk (Pasare and
Medzhitov, 2004;Magnadottir, 2006;Alvarez-Pellitep®08;Connoet al, 2009).

Immunreaksjoner ved gjenkjenning av patogener ofider komponenter av bade det
uspesifikke og det spesifikke immunforsvaret, ognkonentene er gjensidig avhengige av

hverandres funksjoner. En viktig funksjon i immursicaret er fagocytose (Aderem, 2003).
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1.3. Fagocytose

I en immunreaksjon spiller fagocytterende cellesentral rolle, og de fleste celler har
til en viss grad fagocytterende evner. Hovedfottgemellom profesjonelle fagocytter og de
ikke-profesjonelle fagocyttene, er at de profediengocyttene har spesialiserte reseptorer.
Disse reseptorene medfarer et stgrre repertoar @pantikler, og en effektivisering av
fagocytosereaksjonen (Aderem and Underhill, 1998z and Meseguer, 2006;ét al,
2007). Eksempler pa slike reseptorer er PRRs, genkjgnner ulike endogene og eksogene
ligander (PAMPSs) hos pattedyr (Purcell al, 2006). Hos fisk utgjgres PRRs muligens av
ulike toll-like reseptorer (Stafford and Belosevi&f)03), C-type lectin reseptorer (CLR) og
mannose-reseptorer (Alvarez-Pellitero, 2008). Fattepdyr er ulike toll-like reseptorer kjent,
som blant annet TLR2 (gjenkjenner peptidoglucanopérflaten av G-positive bakterier),
TLR4 (gjenkjenner LPS (lipopolysakkarid) i cellegsm til Gram-negative bakterier) og
TRL6 (gjenkjenner zymosan i celleveggen til sopleckl (Beutler, 2004). Andre typer
reseptorer pa profesjonelle fagocytter er Fc-resept TNFe- og IL-reseptorer
(proinflammatoriske cytokin-reseptorer), komplemesg¢ptorer og MHC klasse | og |l
reseptorer som presenteres for, og aktiverer Tdgyifer (Alvarez-Pellitero, 2008).

Hos fisk utgjgr monocytter, makrofager og ngytefgranulocytter de profesjonelle
fagocyttiske cellene i det uspesifikke immunforgtar tillegg publiserte Liet al. (2007)
resultater fra forsgk som viste at B-lymfocyttem fisk ogsa hadde effektive fagocytterende
evner. Det er vanligvis makrofager som har dersséggvnen til & fagocyttere partikler, mens
ngytrofile granulocytter er observert a veere dsteaimmuncellene pa et infeksjonssted. De
aktiverte ngytrofile granulocyttene, samt de inksele partiklene, vil produsere
kjemotaktiske stoffer som tiltrekker monocytter/mager og flere ngytrofile granulocytter
til infeksjonsstedet (Matsuyan® al, 1999;Neumaneet al, 2001;Liet al, 2007).

Fagocytose er en primitiv forsvarsmekanisme i dlécellede organismer hvor
patogenet blir tatt opp i cellen, drept og bruttl.nBeretter blir komponenter fra patogener
(antigener) presentert pa overflaten av de fagemile cellene. Ved en slik reaksjon frigis
ogsa flere kjemiske stoffer, blant annet cytokiry chemokiner, som er med pa a
videreformidle immunreaksjonen mellom de ulike immoellene (Magor and Magor, 2001).
Opsonisering av antigener eller malceller ved hilggM (Immunoglobulin M) produsert av
B-lymfocytter, eller produkt fra komplementsystepgbr at fagocytter enklere kan ta opp og
bryte ned malpartikkelen. Opsoniner fungerer veddat bade bindes til antigenet og

fagocytten. Fagocyttene har Fc-reseptorer som katelantistoff i Fc-regionen, som igjen er
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bundet til antigen i Fab-regionen. Fagocytose kgsaskje uten opsonisering ved at PRRs pa
fagocytten gjenkjenner PAMPs pa patogener (Magmiadet al, 2005;Kindt et al,
2007a;Kindtet al, 2007Db).

Fagocytose er en form for endocytose der storakpartfor eksempel cellerester,
mikroorganismer, hele celler eller celleaggregatgrapoptotiske eller abnormale celler, blir
tatt opp i endocyttiske vesikler i fagocyttiske leel (Neumannet al, 2001). En
fagocytosereaksjon kan deles inn i 3 faser; bindingpartikkel til fagocyttmembranen (1),
opptak av partikkelen i et fagosom (2), og nedbngrav partikkelen i fagosomet (3). Ved
fagocytose av et patogen ma fagocytten farst ggemig patogenet. Dette kan skje ved
opsonisering, eller ved at PRRs pa fagocyttmemioragjenkjenner PAMPs pa patogenet.
Etter gjenkjenning og binding av patogenet (1),fagocyttmembranen ta opp patogenet i et
fagosom ved at membranen danner pseudopodier sokraoser partikkelen. Nar
pseudopodiene har smeltet sammen rundt partiklerletet dannet et fagosom i cytoplasma
til fagocytten (2) (Secombes, 1996;Aderem, 2003nie fagosomdannelsen er avhengig av
tilgang til cytoskjelettproteiner, seerlig actind€&n det tar fgr patogenet blir tatt opp avhenger
mellom annet av temperatur, inkuberingstid og ap@iogener i forhold til fagocytter. Etter
dannelse av fagosom skjer det en sammensmeltinggramuler eller lysosomer, som
inneholder nedbrytende stoffer, og fagosomet. Débngende stoffene i lysosomene er
enzymer som proteaser, nukleaser, fosfataserassteng lipaser, og antimikrobielle peptider.
Nar fagosom og lysosom smelter sammen, frigis eengnog de antimikrobielle peptidene i
fagolysosomet, og dette farer til drap og nedbngrav det fagocytterte patogenet (3). Tiden
det tar fgr dannelse av det resulterende fagolyses@vhenger av karakteristika til den
fagocytterte partikkelen (Secombes, 1996). Detigrat ngytrofile granulocytter fra pattedyr
dreper og bryter ned partikler 30 til 60 minuttéeefagocytose (McCaffrey and Allen, 2006).

| tillegg til de nedbrytende enzymene og de antiohlelle peptidene, har fagocyttene
ogsa evner til & produsere reaktive stoffer vetbhge et enzymkompleks, NADPH oksidase,
i fagolysosomets plasmamembran. Disse reaktivéestefslippes ut i fagolysosomets cytosol,
og bidrar til & drepe og bryte ned fagocyttertetiklar. | denne reaksjonen gker fagocyttens
oksygenopptak, gjerne med over femti ganger, og\ees derfor som "respiratory burst”.
Oksygenet som forbrukes i disse reaksjonene hantirgy med energidannelse a gjgre, men
gar inn i produksjon av antimikrobielle produkteerdoksygenet blir redusert (Babior,
1984;Neumanet al, 2001).

| fagocytter hos fisk kan patogendrap og nedbrgram fagocyttert materiale utfgres

pa to ulike mater; oksygenavhengig eller oksygehaayig. Etter drap og nedbrytning blir
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det fagolysosomale innholdet i fagocytten frigjeetd eksocytose, der partiklene blir fgrt ut av
cellen. Dannelsen av reaktive oksygenstoffer (R@fjeaktive nitrogenstoffer (RNS) under
respiratory burst er en oksygenavhengig drapsmskamider de resulterende antimikrobielle
stoffene inneholder oksygen. Fagocyttenes oksygéraumgige drapsmekanismer hos fisk er
lite kjent, men fagocytter fra fisk innehar et stantall enzymer og peptider som har
baktericid virkning ved lysosomal sammensmeltingdneg fagosom. Eksempel pa slike
enzymer i lysosomer i fagocytter hos fisk er hygtieke enzymer som hydrolaser, kationiske
proteiner som endrer cytoplasmatiske membranenzyya som bryter ned peptidoglykan og
lactoferrin som binder jern og forhindrer vekst hakterier. | tillegg finnes det flere
fordgyelsesenzymer i lysosomene med ulike antirbikette evner, som for eksempel
nedbrytning av proteiner, RNA, fosfatholdige stoffdipider og karbohydrater. Disse
antimikrobielle enzymene kan ogsa sekreres vedimljepv ekstracelluleere patogener
(Secombes, 1996;Grgnstgl, 2004;Esteban and Mes&fos).

1.4. Respiratory burst og oksidativ nedbrytning aagocyttert materiale

Baldridge og Gerard (1933) publiserte for farsteggeesultater fra forsgk som viste at
fagocytose hang sammen med en gkning i oksygenagpiafagocytterende celler. lyet
al.(1961) utfgrte studier som viste en sammenheng mellomngkav oksygenopptaket i
fagocyttene, og dannelse av reaktive oksygenst@R@&sS), og i 1964 ble enzymet NADPH
oksidase (nicotinamide-adenine-dinucleotide-phospbaidase) funnet a vaere ansvarlig for
dannelse av ROS (Rossi and Zatti, 1964). Senere ogled dannelsen av reaktive
nitrogenstoffer (RNS) bevist & vaere en mekanisme swoduserer oksiderende og
antimikrobielle nitrogenholdige stoffer, bade i saemheng med og uten ROS. Mange studier
har blitt gjort pa respiratory burst hos pattedgg i de senere arene har studier som
omhandler fagocytose og respiratory burst ogsédjtirt pa ulike fiskearter. Resultater viser
at respiratory burst reaksjonen til fagocytter fisk likner respiratory burst reaksjonen til
fagocytter hos pattedyr (Secombes, 1996;Neuneduah, 2001).

1.4.1. Dannelsen av reaktive oksygenstoffer (ROS)

Ved respiratory burst blir oksygen tatt opp i fagten omdannet til antimikrobielle

stoffer (ROS) ved hjelp av en serie enzymer. Ndjgrgranulocytter er potente produsenter
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av ROS, og monocytter kan ogsa danne store memgedktive oksygenstoffer, men mister
gradvis denne evnen idet de modnes til makrofageuihannet al, 2001). Andre celler enn
fagocytter, som for eksempel fibroblaster, adiptytglatte muskelceller, epitelceller og
osteoklaster, kan ogsa produsere ROS. Disse cglledeserer mindre mengder ROS, trolig i
sammenheng med mitokondriemembranene i cytoplaBeter ogsa vist at ROS inngar i
flere ulike biologiske funksjoner utenom fagocytosg mye tyder pa at produksjonen av
ROS er sveert signalavhengig (Chanatkal, 1994;Lambeth, 2002;Robinson, 2008). ROS
kan pdavises bade intra- og ekstracelluleert i forse&d pattedyr. Den intracelluleere
pavisningen av ROS skjer nar plasmamembranen, R@8 produseres, inngar i dannelsen
av et fagosom ved fagocytose. Den ekstracellul@viespingen kan skje ved en ufullstendig
fagocytose der fagosomene ikke smelter sammen tegnaliseres fullstendig, slik at ROS
slippes ut. I tillegg kan ROS dannes i cellememénang slippes ut ekstracellulaert (Rinaddi
al., 2007).

Det er beskrevet at en ROS-avhengig celledgd hggrafige granulocytter kan
induseres ved respiratory burst for a frisette NHETseutrophil extracellular traps”)
ekstracellulzert. NETs, som kan binde og drepe biakteg sopp, blir frigitt nar ngytrofile
granulocytter dar i en celledad forskjellig fra ppmse (programmert celledgd) og nekrose
(Laskayet al, 2008).

Figur 1 viser en oversikt over de kjemiske reaksjani respiratory burst. Det fgrste
steget i reaksjonen er reduksjon av oksygep) {({Dsuperoksid anion (&) ved hjelp av
enzymet NADPH oksidase. Dette enzymkomplekset &nmas profesjonelle fagocytter, og
pumper superoksid anion £§inn i den fagocyttiske vakuolen. I tillegg tilfangere som en
generator av superoksid, blir det spekulert i omD¥Al oksidase kan fungere som en
aktivator for inaktive mikrobicide proteaser invetv i de oksygenuavhengige patogen-
drapsmekanismene (Segal, 2005;Segal, 2008;Capdwasy 2009).

NADPH oksidase er plassert i fagosomets plasmanembg er satt sammen av flere
proteinkomponenter. Bortsett fra cytokrom b-kompdea, som ligger konstant festet i
plasmamembranen, ligger de andre enzymkomponerir@hei cytosolet i ustimulerte
fagocytter (Figur 2). Nar fagocytten stimuleressarkpelvis ved en infeksjon eller vevsskade,
fosforyleres enzymkomponentene av proteinkinasgrde forflyttes til cytokrom b-setet i
plasmamembranen (Chanoek al, 1994;Secombes, 1996;Neumaginal, 2001;Cross and
Segal, 2004;Esteban and Meseguer, 2006;Segal,.2008)
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A Binding of the pathogen B
NADPH oxidase Catalase
NADPH —p NADP
0, P, HO + O,
HOCI _ : ) H20,
H,O, + Fe2* Superoxide anion (O,") = H,0
D/ Superoxide
2H* o dismutase
Hydroxyl
radical (OH )|=—b |Hydrogen peroxide (H,(),)l Glutathione
— peroxidase

I } C1- +— Myeloperoxidase
Hypochloride ion (OCI1-) H*
N o, O

Hypochlorous
Singlet oxygen (0,)| acid (HOCI)

Figur 1: Oversikt over de kjemiske reaksjonene og de tilhdeeenzymene ved danning av
ROS fra oksygen. Involverte katalytiske enzymemerket med rgd strek, og antimikrobielle
stoffer er merket med bla boks.

A: NADPH oksidase omdanner oksygenmolekyl til sopsrdanion. @ reagerer med to
hydrogenkationer og blir omdannet til hydrogenpsidk(HO,) ved hjelp av enzymet
superoksid dismutase. Hydrogenperoksid kan videagere med klor og danne hypokloritt,
eller hypoklorittsyre (HOCI), ved hjelp av enzynmeyeloperoksidase. Hypokloritt (OTkan
videre reagere med B, og danne singletoksygen(%), hydroksylradikal (OH og
hydroksylanion (OH. Denne reaksjonen er katalysert av metallionene (Fé*) og kobber
(CU*") (Rosenet al, 1995;Beutler, 2004).

B: Hydrogenperoksid (40,) omdannes til vann og oksygen i to ulike reaksjoder
enzymene glutation peroksidase og katalase fungeoen katalytter (Roseret al,
1995;Ortuiicet al, 2000). Modifisert figur fra Esteban og Meseg&&806).
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inactive oxidase 1)

p21

GDP dissociation inhibito
stimulator protein
PKC (rho GIDI)
PKA

Figur 2: Plassering av bestanddelene til den inaktive (1akitye (2) utgaven av enzymet
NADPH oksidase i fagocyttiske celler fra pattedyytokrom b bestar av gp 91 og p 21, og er
konstant festet i plasmamembranen til fagolysosometandre cytosolkomponentene (p67,
p47 og p40) blir fosforylert av protein kinaser @Kprotein kinase C), PKA (protein kinase
A) og MAPK (mitogen aktivert protein kinase), og tagolkomplekset flyttes til
cellemembranen. Sammen med GTP-rac proteiner dawytatrom b og cytosolkomplekset
det aktive NADPH oksidase-enzymet (NOX). Aktivitetdl NOX reguleres av nivaer av
GTP/GDP-binding og graden av fosforylerte cytosolkonenter. Figur fra Neumaret al.
(2001).

Nar enzymet NADPH oksidase er samlet, blir det eallgsator i reduksjons-

reaksjonen, der et elektron blir fiernet fra etygjenmolekyl pa bekostning av NADPH.
NOX
20, + NADPH —> 2Q +H' (Formel 1)

Superoksidanionene (P som blir produsert (Formel 1) er ikke i seg selv
antimikrobielle, men fungerer som substrat for wdeproduksjon av oksiderende
hydrogenperoksid ($D,) (formel 2), ved hjelp av enzymet superoksid disaee (SOD) som
katalysator (Beutler, 2004).

SOD
2H" + 20, ﬁ H,O, + O, (Formel 2)

Hydrogenperoksid kan videre reagere pa flere matexaere substrat for produksjon
av ulike stoffer (Formel 3, 4, 5a, 5b og 6). Blannhet kan hydrogenperoksidb}) reagere
med superoksidanion ¢, og danne et hydroksylradikal (HQet hydroksylanion (OH og
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et oksygenmolekyl (&) (Formel 3). Et hydroksylradikal (HPog et hydroksylanion (O i
tillegg til trivalent jernion (F&), dannes ogs& nar.8, reagerer med divalent jernion (e
(Formel 4). | en reaksjon katalysert av enzymet loperoksidase (MPO) kan.B, ogséa
reagere med klor (Q] og eventuelt hydrogen {H Med hydrogen i reaksjonen blir det
dannet hypoklorittsyre (HOCI) og vann 4Bl) (Formel 5a), og uten hydrogen blir det dannet
hypokloritt (OCI) og vann (HO) (Formel 5b). HO, kan videre reagere med hypokloritt
(OCI) og danne singletoksygenCOg), klor (CI) og hydrogenperoksid @@,) (Formel 6).
HOCI kan ogsa reagere med superoksidanion, noeresuiterer i produksjon av blant annet
hydroksylradikal (HO (Formel 8). Hypokloritt (OC) kan videre reagere med ammoniakk
eller aminer (RNH), og danne kloramin (RNJ€I) og hydroksylanion (OH (Formel 9)
(Babior, 1984;Roseret al, 1995;Ortufioet al, 2000;Neumannet al, 2001;Beutler,
2004;Klebanoff, 2005;Esteban and Meseguer, 2006rRoh, 2008).

H.O, + Oy ﬁ HO + OH + O, (Formel 3)
H,O, + Fe* —— % HO +OH +Fé* (Formel 4)
H,O, + CI + H' % HOCI + B0 (Formel 5a)
H.O, + CI é OCI + H,O (Formel 5b)
H,0p + 20CI T——2 -0, + 2CI + H,0; (Formel 6)
2:0, + HO —> HO+ 0 (Formel 7a)
Oz + H0 ——> HO+0O, +O+H (Formel 7b)
O; +HOCI z——= Q +HO +CI (Formel 8)
OCI+RNH; ——% RNH,Cl+OH (Formel 9)

Stoffene produsert i respiratory burst reaksjonan ik grad av mikrobicidal og
oksiderende virkning, blant annet ved nedbrytnimd&IA og oksidasjon av lipider. Graden
av toksisiteten til superoksid ¢ er omdiskutert, men molekylet er sveert ustabdt o
dismuterer hurtig til hydrogenperoksid ABb) spontant, eller katalysert av SOD (superoksid
dismutase). kD, er et av de mest stabile produktene i respirdtargt reaksjonen (Mohanty
et al, 1997;Griendling and Harrison, 1999;Jones and ©49ri2000;Cross and Segal,
2004;Beutler, 2004;Pinhoreg al, 2007).

10
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Hydrogenperoksid (bD.) kan i seg selv drepe mikrober, men det kan ogagare
videre og bidra til & danne flere stoffer, blanhenhalider, med sterke mikrobicide evner.
Disse reaksjonene er vist i formel 3 - 7 (Cross d&egal, 2004;Beutler, 2004).
Hydrogenperoksid har ogsa vist seg & kunne indugmptose i aktiverte fagocytter (&i al,
1997).

H,O, kan ogsa reagere med kloranion og danne,36in vist i formel 5b. Samtidig
kan halidet HOCI, dannet i reaksjonen vist i forrbal videre ogsa danne metabolitten OCI
(hypokloritt), som er et sterkt mikrobicidalt stoffidere kan hypokloritt, sammen med®4,
danne singletoksygen(,) (Formel 6). Singletoksygen er sveert reaktivt,kag blant annet
bryte dobbeltbindinger mellom karbonatomer (Babl®84;Beutler, 2004).

Det er ogsa vist at singletoksygen@? kan reagere med vann fBl) og danne
hydrogenperoksid (30,) og ozon (@) (Formel 7a). Hydrogenperoksid {8,) og ozon (Q)
kan videre reagere og blant annet danne hydroksilb(HO) og superoksidanion ¢Q
(Formel 7b). Dannelsen av ozon og hydrogenperokst i formel 7a er katalysert av
antistoff.

HOCI kan ogséa pa egenhand reagere med superoksidagidanne hydroksylradikal
(Formel 8). Hydroksylradikal som blir dannet undespiratory burst (Formel 3, 4, 7b og 8) er
sveert reaktivt, og har kraftig oksidasjonsevne gRat al, 1995;Beutler, 2004).

Som vist i formel 9 kan hypokloritt (Hgldanne kloraminer (RN)€1) ved tilgang pa
ammoniakk eller aminer. Kloraminer har ogsa miarats oksidasjonsevner (Babior, 1984). |
tillegg til & innga i kloraminer, finnes nitrogerRiNS (reaktive nitrogenstoffer), som ogsa er

en del av de oksygenavhengige drapsmekanismene tasgératory burst.

1.4.2. Dannelsen av reaktive nitrogenstoffer (RNS)

Respiratory burst har ingen klar rolle i produkgonav nitrogenmonoksidradikal
(NO), men superoksid som blir produsert under resmiyaburst kan reagere med N@g
danne peroksynitritt (ONOQ | farste steg av denne reaksjonen blir-Nf@nnet ved hjelp
av "nitric oxide synthase” (NOS). Hos pattedyr ldat blitt pavist flere isoformer av NOS,
blant annet INOS ("inducible NOS”), eNOS ("endoibBI NOS), nNOS ("neuronal NOS”)
0og cNOS ("constituitive” NOS). Tilstedeveerelse a¥O8l har blitt beskrevet fra flere
fiskearter, blant annet nigyd.gmpetra planel), lungefisk Protopterus dollgi, malle
(Ictalurus punctatus karpe Carassius carassiy®g Atlantisk laks $. salaj (Campos-Perez
et al, 2000). Samtidig har mMRNA som koder for iNOS bfifivist hos gullfisk Carassius

11
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auratug, og gener som koder for INOS ble funnet i gjelg-hodenyrevev hos regnbuegrret
(Oncorhynchus mykiss Alle NOS-isoformene, bortsett fra INOS, fungerer troBgm
katalysatorer i nitrogenmonoksiddannelse, i en sjak avhengig av C& og det
kalsiumbindende proteinet calmodulin (CaM). | denreaksjonen fungerer L-arginine
(CeH14N402) som nitrogendonor, og det blir dannet NGQNOS, som oftest er & finne i
makrofager stimulert av cytokiner, danner NiCen treigere reaksjon enn de andre NOS-
isoformene (Lainget al, 1996;Lainget al, 1999;Campos-Perezt al, 2000;Neumanret al,
2001;Klebanoff, 2005;Palazzolo-Ballanetal, 2007).

Videre kan superoksidanion fra respiratory bursiaksgponen reagere med
nitrogenmonoksidradikal (NQ) og det blir dannet peroksynitritt (ONOQ en reaksjon
katalysert av NOS (Formel 10).

NOS
NO: + Oy —>  ONOO (Formel 10)

Peroksynitritt (ONOQ kan ved lav pH i fagolysosomet, videre bli prosemt av
hydrogen (H), og danne peroksynitratsyre (ONOOH) (Formel 11%yren gjennomgar
homolytisk klgyving, noe som resulterer i produlderydroksylradikal (HQ og
nitrogendioksid (N@) (Formel 11b) (Rosenet al, 1995;Secombes, 1996;Beutler,
2004;Klebanoff, 2005).

ONOO +H —— ONOOH (Formel 11a)

ONOOH EE— HO + NO» (Formel 11b)

Nitrogenmonoksid har vist cytotoksiske microbicieigenskaper, men virkningen er,
pa lik linje med HO,, avhengig av konsentrasjonen av stoffet. Det & fair bade HO, og
NO- at de har bestemte celluleere mal, og at de faitt #iffundere over cellemembranene.
Peroksynitritt og hydroksylradikal dannet fra NOg Q' eller H', i reaksjonene vist i formel
10, 11a og 11b, har de kraftigste toksiske, milgiolale og parasiticidale, egenskapene av
RNS. Det kan ogsa dannes hydroksylradikal (H&@ nitrogendioksid (N§ av G, NO og
H*, som i formel 12. Nitrogenmonoksid kan ogsé inndgannelsen av andre kraftige toksiske
stoffer som nitritt (N@), nitrogentrioksid (NOz) og nitroniumion (NG"). Nitritt kan blant
annet reagere videre med hypoklorittsyre (HOCI), a@anne nitrylklorid (NQCI) og
hydroksylanion OH (Formel 13). Nitrylklorid er i stand til & @deleggstrukturer til
fenolringer (Rosemt al, 1995;Secombes, 1996;Robinson, 2008;Cape and, 20G9).

12
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O, +NO +H" —— OH + NGO, (Formel 12)

HOCI+ NGO, ——> NOCI+OH (Formel 13)

Fagocyttene ma stimuleres for igangsettelse avcfagee, og for at det skal skje en
pafglgende produksjon av ROS og RNS i respiratomngtbreaksjonen. Denne stimuleringen
kan komme fra flere hold, og inngad i omfattendeeriaksjoner mellom det spesifikke og
uspesifikke immunsystemet. Funksjonene ved dernnalgringen av fagocytter hos fisk er

enna ikke fullt ut kjent.

1.5. Stimulering av respiratory burst aktivitet hosfagocyttiske celler

1.5.1.In vivo stimulering av fagocytter

Fagocytter stimuleres vivoved hjelp av blant annet PRRs som reagerer med BAMP
Fc-binding av et antistoff bundet til et antigeng dumorale stoffer som cytokiner
(eksempelvis TNE, IFN, og IL) og chemokiner, lysozyme, akutt-fagetpiner (for eksempel
mannosebindende lektin), proteinkinaser, og komplgsystemet (Neumanret al,
2001;Beutler, 2004;Magnadottiet al, 2005;Magnadottir, 2006;Whyte, 2007;Alvarez-
Pellitero, 2008). Av stoffene i komplementsystemetlet pavist to stoffer i karp€yprinus
carpio) (Kato et al, 2004) og regnbuegrreDficorhnynchus mykisgRotllant et al, 2004),
som stimulerer respiratory burst; C3a anaphylatmgnC5a anaphylatoxin (Boshed al,
2004). Det er blant annet vist at cytokinestim@earpytrofile granulocytter, og makrofager,
danner mer ROS ved fagocytose av et patogen sangmenined naive, inaktive celler utsatt
for samme patogen (Neumaeh al, 2001). | tillegg kan fagocytter aktiveres vedlpjav
naturlige antistoffer som identifiserer epitoperdrgnaermet lik struktur. Malcellene kan da
blant annet veere aldrende og apoptotiske celler,ldw tatt opp og brutt ned i fagocytterende
celler (Whyte, 2007).

1.5.2.1n vitro stimulering av fagocytter

Fagocytter kan stimulerem vitro ved & tilsette ulike kjemiske stoffer som muligens
fremkaller respiratory burst, med en pafalgendepeitiuksjon av ROS og RNS.

13



Introduksjon

1.5.2.1. PMA (Phorbol ester, Phorbol 12-myristaBedcetate)

PMA er en reseptoruavhengig stimuleringsmetodetbriange studier av respiratory
burst, bade hos vertebrater og evertebrater. Dexsggptoruavhengige stimuleringen aktiverer
NADPH oksidase-enzymet over lang tid, sa lenge eteén kontinuerlig kontakt mellom
cellene og stimuli. Ved stimulering med PMA kan ftogleringen av de ulike
proteinkomponentene til NADPH oksidase veere entelvigl eller komplett. Ved delvis
fosforylering vil enkelte proteinkomponenter fosfieres for sa & bli defosforylert i en
reversibel reaksjon. NADPH oksidase vil dermed iklieaktivert, og det vil ikke skje en
gkning i ROS produksjonen. | en komplett fosforylgr vist i figur 3, vil alle NADPH
oksidase-enzymkomponentene fosforyleres og saml@tasmamembranen. Deretter vil
produksjonen av ROS i fagocyttene settes iganlggdg til at flere humorale stoffer, som IL-
2, integrin og histamin, som forarsaker betennedsdsjoner hos andre leukocytter, blir
frigjort (Chanocket al, 1994;Eickhoffet al, 2004). | studier nylig utfart av Velaret al.
(2009) viste resultater fra forsgk at utskillelsancytokiner og chemokiner gkte hos PMA-

stimulerte, polymorfonuklegere leukocytter fra pdyte

PMA y
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Figur 3: Aktivering av NADPH oksidase-enzymet ved stimulgrav fagocytter med PMA.
Modifisert figur fra Morenaet al. (2002).
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| ulike studier utfgrt med PMA-stimulering av fagtter for a gke produksjonen av
ROS, har forskjellige konsentrasjoner av PMA og uindringstider veert benyttet.
Konsentrasjonen varierer fra 1 ng/ml til 10 pg/@ttpioet al, 2000;Moritomoet al, 2003),
og de fleste malinger er gjort innen 1 time inkihg@rmed PMA. | tidligere forsgk med
stimulering av leukocytter fra piggvaPgetta maximg(Castroet al, 1999), japansk flyndre
(Paralichthys olivaceys(Chaet al, 2008), havkarussSparus aurata(Mulero and Meseguer,
1998;Castrcet al, 1999;Estebaet al, 2008), atlantisk laksSalmo salay (Egenberg, 2006),
regnbuegrret@ncorhynchus mykisgStaffordet al, 2001), torsk G. morhud (Steiroet al,
1998) og gullfisk Carassius auratys(Katzenback and Belosevic, 2009), har konsertnasj
pa mellom 100 ng/ml og 1 pg/ml PMA veert brukt.

Eickhoff et al. (2004) viste at for hgye konsentrasjoner av PMA kunne égativ

virkning pa fagocytoseaktiviteten hos leukocyttaiert fra hund.

1.5.2.2. POLY I:C (Poly inosinic:cytidylic acid)

POLY I:C er en syntetisk dsRNA polymer, og er kjorta stimulere produksjonen av
interferoner (INF) i primater og cellekulturer. Ri&nne maten aktiverer POLY I:C den
antivirale responsen til de ulike leukocyttene @Bat1990). Leukocytter isolert fra malle
(Ictalurus punctatus inkubert med enten dsRNA retrovirus eller POLXC,| viste gkt
utskillelse av INF (Longet al, 2004;Long et al, 2006). INF viser stor variasjon i
aminosyresammensetningen mellom ulike fiskeartgryiser likheter med bade IN&-0g
INF-B fra type | INF kjent fra pattedyr. Sekvenshomodgmellom INF fra pattedyr og fisk
er derimot lav. INFy har blitt klonet fra flere fiskearter, inkludetiantisk laks §. salaj og
atlantisk torsk G. morhud (Furneset al, 2009). INFy tilhgrer type Il INF hos pattedyr, og
spiller trolig en rolle i immunresponsen mot baildeiog virus. NK-celler og T-lymfocytter
produserer INF- som respons pa MHC-presenterte antigener, og laglR -18 produsert av
APC. | tillegg er det vist at IFN-induserer produksjonen av NO, som kan innga iiraspy
burst reaksjonen hos fagocytter (Staffetcl, 1999).

Forsgksresultater publisert av W. D. Eaton (199®er at salmonider injisert med
POLY I:.C far virussmitte, viste pafalgende laveieustiter, lavere mortalitet, og hemmet
virusreplikasjon, i forhold til ustimulerte fisk. agtidig viste Furneset al. (2009) at
transkripsjonsnivaet av IFN4 torsk gkte i hodenyre, mens det totale uttrygkimivaet var
hgyest i milt, etter injeksjon med POLY I:C.
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1.5.2.3. LPS (Lipopolysakkarid)

LPS er en mikrobiell polymer som stammer fra Grasgative bakterier, og de
gienkjennes som PAMP av TLR4, som er en PRR p#laten av fagocyttiske celler. Det er
vist at LPS stimulerer den polyklonale proliferasa hos salmonide lymfocytter, i tillegg til
respiratory burst og fagocyttisk aktivitet hos nakger (Solemet al, 1995;Salinaet al,
2004).

Det er ogsa vist at LPS stimulerer leukocytter &il produsere cytokiner. Hos
leukocytter fra regnbuegrretO( mykiss) er det vist at ved stimulering med LPS vil
produksjon av cytokinet TNE- (tumornekrosefaktos) igangsettes, noe som fgrer til en
aktivering av flere fagocytter (Zoat al, 2002;Plouffeet al, 2005). Som gjennomgatt av
Salinaset al. (2004), fant Clenet al. (1985), at mallerl( punctatu$ stimulert med LPS gkte
utskillelsen av cytokinet IL-1 (interleukin-1). IL-er kjent for & videre tiltrekke og stimulere
ulike leukocytter (Magor and Magor, 2001;Swain &ahoo, 2006).

1.6. Stimulering av leukocytter med bakterienFrancisella philomiragia subsp.

noatunensis

1.6.1.Francisella sp.

Bakterier i slektenFrancisella er Gram-negative, strengt aerobe, non-motile og
fakultativ intracellulzere pleomorfe coccobacillig0 1,7 um) (Mikalsert al, 2007;0ttenet
al., 2009). Det finnes mange arter innen slekkgansicella og bakterien kan forarsake
sykdom hos en rekke vertebrater og evertebratekgl8enet al, 2007). En kjent art €.
tularensis som forarsaker sykdommen tularemi (harepest)gnagiere, som ogsa kan smitte
mennesker. Denne arten er kjent for & vokse i nerbaononuklezere fagocytter. Opptaket av
bakterien i cellene skjer ved “looping’-fagocytoseplig ved hjelp av stimuli fra
karbohydratmolekyler pa overflaten av bakteriene@ns and Horwitz, 2007). Det er ogsa
indikert at bakterien blir opsonisert, og pa demm&en stimulerer fagocytoseaktivitet hos
fagocyttene (Elkinset al, 2007). Vakuolen som dannes rundt bakterien i dgjens
cytoplasma krymper, og den smelter sjelden sammed tgsosomer. Etter 14 timer
inkubering kan 85 % av allg. tularensisbakteriene pavises fritt i fagocyttens cytoplasma.
Den fullstendige livssyklusen ti. tularensiser derimot ikke fullstendig klarlagt (Clemens
and Horwitz, 2007).
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Ved fagocytose afrancisellasp. hos fagocytter fra pattedyr gker utskillelagrilere
cytokiner og chemokiner. Blant annet gker utslskel av INFy, TNF-a og ulike
interleukiner. INFy er kjent for & stimulere produksjonen av iNOS @3 respiratory burst
reaksjonen. Bade TNé&-og interleukiner bidrar blant annet i motvirkniag intracellulzere
infeksjoner, og er med pa a stimulere til ytteni@ener utskillelse av INF- En gkning av
INF-y og TNFa stimulerer produksjonen av NO i fagocyttene. Deusikkert om TLR4
gjenkjenner LPS fra&rancisellasp. Det er derimot vist at TLR2 spiller en viktiglle i
gienkjennelse awrancisella sp. hos makrofager fra pattedyr. Flere TLRs inngar mroe
gjenkjennelsesreaksjonen (Elkietal, 2007).

Enkelte Francisella spp. er omsluttet av en kapsel. Denne kapselenklez i
immunogen eller toksisk, men fungerer trolig som baskyttelse mot vertens humorale
antimikrobielle stoffer produsert av komplementeyset (Ellis, 1999;Elkingt al, 2007). Det
er derimot ikke vist aE. philomiragiasubspnoatunensi$ar en slik kapsel.

Nylig ble det pavist aF. tularensiskan hemme NADPH oksidase enzymets aktivitet
hos ngytrofile granulocytter, og dermed medfgre lawere respiratory burst effekt.
Funksjonene som disse bakteriene bruker er deruknt, men kan involvere enzymet
AcpA ("acid phosphatase”) som produseres av bakiefSchulertet al, 2009). Disse
resultatene stotter tidligere funn farst beskrexeReilly et al.i 1996. Det er ogsa vist &t
tularensishemmer NADPH oksidase aktivering av PMA-stimuler&ytrofile granulocytter
fra pattedyr, og at en hemming av ROS dannelsenfarexdfrigjgrelse av bakterien fra
fagosomet (Reillyet al, 1996;McCaffrey and Allen, 2006).

1.6.2.Francisella philomiragia subsp.noatunensis

En hayst aktuell bakterie fra slektErancisellaer pavist fra oppdrettet og villfanget
torsk (G. morhua med granulomer i indre organer. Tidligere harrdebakterien blitt gitt to
navn; Francisella piscicida (Ottem et al, 2007) og Francisella philomiragia subsp.
noatunensigMikalsen et al, 2007). Nylig ble navneErancisella noatunensiforeslatt av
Ottemet al. (2009). | denne teksten vil navnietancisella philomiragiasubsp.noatunensis
bli benyttet.

Francisellose hos oppdrettet og vill fisk er foekest av flerd~rancisellaspp. Det har
veert pavistFrancisellaspp. i bade ferskvann og sjg, og bakterien foraétsdkdelighet hos
flere ubeslektede fiskearter, som tilap@réochromisspp.), three-line grunP@rapristipoma

trilineatum) og hybrid striped bassMprone chrysopsx M. saxatili§ (Birkbeck et al,
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2007;0Ottemet al, 2009). | Chile i 2006 ble det funnet granulomgtasologi i indre organer
hos Atlantisk lakseparrS( sala) i ferskvannsfasen. Patogenet ble funnet a veere en
Francisellasp., som hadde 99,8 % likhet i nukleotidsekvensed i philomiragia subsp.
noatunensisDet mistenkes at samme bakterie var ansvarligfdignende utbrudd i Chile i
1995, den gangen ogsa hos lakseparr i ferskvamms{8irkbecket al, 2007;Mikalseret al,
2009).

F. philomiragia subsp.noatunensiser rapportert & finnes i store mengder i milt og
nyre far synlig patologi kan pavises i torgk. (morhuad (Mikalsenet al, 2009). Malcellene
og livssyklusen tiF. philomiragiasubspnoatunensigr derimot ikke kjent, men den har blitt
funnet intracelluleert i leukocytter fra torsk etBtimerin vitro smitte (Furevik, 2009).

Lamas og Ellis (1994) og Secombes (1996) omtaltesyiratory burst og produksjon
av ROS og RNS hos leukocytter kan stimuleres vé&dbaring med bakterier, og levende
bakterier er ofte mer stimulerende enn dgde.

Ved infeksjon av intracelluleere bakterier i ngyileofiranulocytter, er det rapportert at
noen bakterier kan forlenge levetiden til ngytefgranulocytter. Hos pattedyr der disse
cellene etter 2 til 4 dager ved apoptose, og defdmjocyttert av makrofager. Dette kan veere
en mate for intracelluleere patogener & bruke nfigrgranulocytter som skjul for a infisere
og replikere i makrofager (Laskay al, 2008). Det er usikkert hvilke cellét. philomiragia
subsp.noatunensisnfiserer, menF. tularensiser funnet i bade ngytrofile granulocytter og
makrofager.

En annen kjent fakultativ intracelluleer bakterieRemibacterium salmoninarynsom
er kjent for a forarsake BKD (bacterial kidney dise) hos salmonider (Densmaet al,
1998). Denne bakterien har vist a benytte SOD dglase for & motstd ROS, og aktiverer
respiratory burst ved hjelp av antistoff, komplemeg andre serum komponenter. Pa denne
maten blir respiratory burst reaksjonen hos makyarfa brukt opp feR. salmoninarunilir
fagocyttert (Ellis, 1999).

1.7. Merking av leukocytter med respiratory burst &tivitet
1.7.1. DHR (Dihydrorhodamine 123)
En mye brukt probe i pavisning av respiratory busdtivitet ved hjelp av

fluorescensmerking, er DHR (Dihydrorhodamine 123MR ble fgrst benyttet i forsgk av

Rotheet al, publiserti 1988. DHR diffunderer passivt ovell@membraner, og kan oksideres
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til kationisk RHO (Rhodamine 123), som avgir grdluorescens (Invitrogen, 2009a). DHR
oksideres av produkter fra respiratory bursiOF og indirekte av ONOOUil fluorescerende
RHO (Rhodamine 123) (Wardman, 2007;Folke¢sl, 2009). Oksidasjon av DHR ved:®G,
er avhengig av katalysering av myeloperoksidasékegm c eller F& (Henderson and
Chappell, 1993;Royall and Ischiropoulos, 1993).uFig viser strukturen til DHR, og
fluorescerende RHO (oksidert DHR).

oxidation

dihydrorhodamine 123 rhodamine 123

Figur 4: Til venstre er den uoksiderte DHR molekylstruktyreg til hgyre den kationiske
oksiderte DHR-formen, RHO, som avgir grgnn fluoegsc Modifisert figur fra Crow (1997).

Den indirekte oksidasjonen av DHR til RHO ved ONQ®lir utfgrt av avsatte
radikalprodukter etter nedbrytning av ONQ®om bestar avOH, CQ;" og NO» (Glebska
and Koppenol, 2003;Wardman, 2007). Oksidasjonegriutiv HO, og de peroksynitritt-
avledede radikalene er presentert i formel 14 -d&7 RhH star for DHR, og RhHfor RHO
(Sakuradeaet al, 1992;Wardman, 2007;Folkes al, 2009).

RhHp + H,0p 28 ik + 21,0 (Formel 14)
RhH,+ CO3® ——> RhH + HCOy (Formel 15)
RhH+ NOy ——3 RhH +NO, +H' (Formel 16)
RhH+ OH ——3 RhH+H0 (Formel 17)

For a verifisere at DHR-proben var avhengig av lgatdorer for a bli oksidert til
fluorescerende RHO som i formel 14, tilsatte vait e al. (1996), DHR og HO; i et
cellefritt miljg, og malte fluorescensen i et spefdtometer. Resultatene viste at oksidasjonen

av DHR til RHO var mye hgyere ved tilsetting av MR@n i prgver uten MPO.
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Bruk av DHR for pavisning av produksjon ay® og ONOO under respiratory burst
aktivitet har veert gjort pa leukocytter fra vertafar, som mennesker (Prince and LapeNixon,
1995;Vowells et al, 1995;vanPeltet al, 1996;Szucset al, 1997;Richardsonet al,
1998;Walrandet al, 2003;Bassoet al, 2003;Alvarez-Larraret al, 2005;Avendancet al,
2008), hund (Eickhofgt al, 2004), storfe (Rinaldet al, 2007), mus (Handat al, 2004) og
fisk, i tillegg til evertebrater, der Torreilles ogGuérin angivelig i 1999 skal ha pavist
produksjon av ONOOI hemolymfen hos muslingeMytilus gallaprovincialisved hjelp av
DHR (Torreilles and Guerin, 1999).

| undersgkelser av respiratory burst egenskaperfislodar det tidligere blitt tilsatt
DHR og malt RHO-fluorescens hos leukocytter fraefléiskearter, blant annet regnbuegrret
(O. mykis} (Staffordet al, 2001), Atlantisk torsk@. morhud (Nikoskelaineret al, 2006),
gullfisk (C. auratu$ (Grayfer et al, 2008;Katzenback and Belosevic, 2009), havkaruss
(Sparus auratd..) (Ortufioet al, 2000), japansk flyndreP( olivaceu} (Chaet al, 2008) og
ayu sweetfishflecoglossus altivel)gMoritomo et al, 2003).

1.7.2. PI (Propidium iodide)

Som tidligere omtalt (Kapittel 1.4.1.) har Laskay al. (2008) funnet at ROS kan
fremkalle celledgd ved respiratory burst hos fagfecy Celler som har mistet
membranintegriteten kan merkes med fluorokromgPiRdpidium iodide), men celler som er
i den tidlige apoptotiske fasen vil derimot ikke nkes (Darzynkiewiczt al, 1992). Denne
proben kan brukes til & skille mellom dgde og lelewreller, eventuelt ogsa merket med
andre fluorescerende prober (Steinkaghpl, 1999).

De RHO-fluorescerende, og eventuelt Pl-merkeddemelkan observeres enkeltvis
kvalitativt i fluorescensmikroskop, eller det kajpm@s mer kvantitative malinger i flow
cytometer. Fluorescensmikroskopibilder av RHO-fasmerende leukocytter er tatt fra mus
(Handaet al, 2004) og mennesker (Szues al, 1997). Flow cytometrianalyser av DHR-
tilsatte, RHO-fluorescerende leukocytter har blitfert i mange forsgk, men flest pa
leukocytter fra pattedyr. Derimot har Ortuébal. (2000), Stafforcet al. (2001), Moritomoet
al. (2003), Cheet al. (2008) og Katzenback og Belosevic (2009) gjennatifew cytometri-
analyser av RHO-fluorescens hos DHR-tilsatte leyttec fra fisk. Det er ut fra disse

forsgkene pa pattedyr og fisk at DHR-merkingsmeatodeespiratory burst assay) for
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respiratory burst aktiverte leukocytter fra lalss galay og torsk G. morhua ble utarbeidet i

denne oppgaven.

1.8. Hemming av respiratory burst med DPI (Diphenygneiodonium chloride)

| fglge flere publikasjoner kan respiratory buestksjonen hos fagocytter hemmes ved
a tilsette DPI til leukocyttene far stimulering (ktkerson and Chappell, 1993;0donredlil,
1993;Rinaldiet al, 2007;Segal, 2008). Henderseinal. (1987)rapporterte at DPI hemmet 96
% av NADPH oksidase aktiviteten til leukocytter ftare pattedyr tilsatt PMA. Senere viste
Henderson og Chappell (1993)t DPI ogsa hemmet blant annet katalysatorenzyn@t N
syntase i dannelsen av RNS. Rinadial. (2007) viste at 98 % av RHO-fluorescensen til

PMA-stimulerte leukocytter fra storfe ble hemmet®I.

1.9. Flow cytometrianalyse av respiratory burst akivitet

Ved hjelp av flow cytometri kan hurtige kvalitatiog kvantitative malinger gjares pa
et bestemt antall celler eller mikroskopiske péetikEt flow cytometer kan ved hjelp av
laserbasert teknologi omdanne impulser fra malteerceeller andre partikler, til avlesbare
sambehandlede data i analyseprogrammer. Pa dertee kan det skaffes informasjon om
cellestarrelse, granularitet og fluorescensmerleggmskaper (Radcliff and Jaroszeski, 1994).

Et flow cytometer bestar av fire systemer knytétt sammen. Det farste systemet er et
vaeskestrgmsystem som transporterer cellene fradjoemetri rgret, via en strgm av "sheath
fluid”, som farer cellene enkeltvis giennom en angserstrale (488 nm), i det andre systemet
i flow cytometeret (illumineringssystemet). Cellegléer partiklene i prgven samles i en rett
linje foran laserstralen i en prosess kjent sonrdgyghamisk fokusering (Figur 5). Hvor fort
cellene skal males reguleres ved hjelp av innsglir pa veesketrykket i flow cytometeret. Nar
cellene eller partiklene blir laserbestralt, spigsstralen, samtidig som fluorescerende
markgarer, eller celler med autofluorescens, sentldys av en bestemt lengde. De spredte
lysstralene oppfattes av to detektorer i det tregigemet i flow cytometeret; forward light
scatter-detektor og side light scatter-detektorwidod scatter-filteret oppfatter cellestarrelsen,
mens side scatter-filteret registrerer granulaitemed bakgrunn pa hvordan lyset blir spredt
(Figur 6). Samtidig kan fluorescens med ulik badgegide oppfattes i det tredje systemet i
flow cytometeret ved hjelp av ulike filter (FL1 #L4). Disse filtrene mottar og bearbeider
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informasjon fra de illuminerte cellene. Flere flakromer kan tilsettes cellene og males
samtidig av de ulike filtrene, s& lenge de eks#tered 488 nm, og emisjonsspektertoppene
ikke ligger neer hverandre (Radcliff and Jarosze4®i94). Figur 6 viser grunnleggende

oppbygging av et flow cytometer (BD, 2009).

Argon laser
488 nm

Sheath Sheath
fluid Preove med fluid

celler

Figur 5: Celler fra prgven blir trukket opp sammen med 8héaid, og fortrinnsvis belyst

enkeltvis av en argonlaser (488 nm), i en prosgsst ksom hydrodynamisk fokusering.
Side scatter

> detektor

Modifisert figur fra (BD, 2009).
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Figur 6: Maling av celler i flow cytometer. Etter at cellehar blitt belyst av argonlaseren,
blir starrelsen oppfattet av forward scatter-deis, og granulariteten oppfattet av side

scatter-detektoren (1). Eventuell grann fluoresa@amgtt fra RHO-positive celler fanges opp
og registreres i FL1-detektoren, og eventuell tadréscens av Pl-merket kjerne i dgde celler

registreres i FL2-detektoren (2). Modifisert figtat BD, 2009.
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De fluorescerende probene RHO (oksidert DHR) og g8 ble brukt i denne
oppgaven, hadde ulike eksiterings- og emisjonssped®HO har hgyest eksitering og
emisjonsspekter ved henholdsvis 507 nm og 539 nmt(dgen, 2009a). Dette muliggjar en
registrering av RHO-fluorescerende celler i FLiefiett, som registrerer grgnn
fluorescensemisjon i lysspekteromradet pa mellorb &il 545 nm (Invitrogen, 2009b).
Hayeste eksiterings- og emisjonsomrade for Pl @ kenholdsvis 536 nm og 617 nm
(Invitrogen, 2009a), noe som gjgr at FL2-filterenkbrukes ved registrering av fluorescens,
da dette filteret tar opp oransjerad fluorescees omrade pa 564 til 606 nm (Invitrogen,
2009b). FL3 og FL4 illustrert i figur 6 registreresd fluorescens (BD, 2009), men disse
filtrene ble ikke brukt ved flow cytometrianalydetenne oppgaven.

Det fierde, og siste, systemet i flow cytometeret&atilknyttet lagring av malinger
og redigering av resultatene i et dataprogram (Radaod Jaroszeski, 1994). Resultatene kan
siden analyseres i dataprogrammet med henspetirmgnt annet antall fluorescerende celler,
fluorescensintensitet, cellestgrrelse i forholdythnularitet, fluorescens i forhold til starrelse
og granularitet, og en type fluorescens i forhdldrt annen type fluorescens.

1.10. Formal med oppgaven

Hensikten med oppgaven er a utarbeide en prosddyrenerking og péafalgende
maling av respiratory burst aktivitet hos leukoeyftira laks og torsk. Dette assayet omfatter a
optimalisere stimulering av respiratory burst akéitvi leukocyttene, for deretter & pavise
aktiviteten ved tilsetting av DHR, som omdannedltibrescerende RHO i respiratory burst
aktiverte leukocytter. | dette respiratory burstag®t kan en male og analysere fluorescerende
leukocytter ved hjelp av flow cytometri. P4 dennétem vil det vaere mulig & bestemme
andelen leukocytter med respiratory burst aktivibgtgraden av aktivitet i leukocyttene.

Respiratory burst assayet vil bli benyttet til &ersgke og sammenligne respiratory
burst aktiviteten til leukocytter i blod og hodeayra laks og torsk. Samtidig vil assayet bli
utpravd pa leukocytter fra laks og torsk eftewitro inkubering medr. philomiragiasubsp.
noatunensisda laks og torsk viser ulike responser pa demkéeshienin vivo.

Den fremtidige hensikten, utover denne oppgavena skape bedre forstaelse for
immunsystemet til fisk, og videre utvikle metoder & bekjempe sykdom hos fisk.
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2. Material og metode

2.1. Fisk

2.1.1. Atlantisk laks Salmo salar L.)

Lakseparr pa rundt 20 gram ble overfart den 17il @08 fra produsenten, Urke
settefiskanlegg, til Industrilaboratoriet (ILAB) deHgyteknologisenteret i Bergen. Parren ble
holdt i ferskvann med temperatur pd@ frem til smoltifisering. | lgpet av uke 46 samgre
ble laksesmolten overfart til kar (500 liter) mgdvann (salinitet pa 34 %.) som holdf@,
og postsmolten gikk under 24 timers belysning. \(g@mnomstrgmningen var 1200 liter per
time. Fisken ble holdt under standardiserte oppgglretingelser og viste ingen tegn til sykdom
eller nedsatt kondisjon. Laks som ble veid far dridesgk var 155 + 62 gram (N = 54).

2.1.2. Torsk Gadus morhua L.)

Torskeyngel i stgrrelse 5 til 15 gram ble den 2&rsm2008 hentet til ILAB fra
Sagafjord torskeanlegg pa Stord. Torsken har unelerforsgksperioden gatt under 24 timers
lys i kar (500 liter) der sjgvannet (salinitet pd %) holdt en temperatur pa°g.
Vanngjennomstrgmningen var 1200 liter i timen. Erskikk under optimale oppdrettsforhold,
og var frisk under forsgksperioden. Torsk som @& far bruk i forsgksperioden hadde en

giennomsnittsvekt pa 265 + 80 gram (N = 32).

2.2. Isolering av leukocytter fra laks og torsk

Fra laks og torsk ble det isolert leukocytter fraényre (HKL) og blod (PBL) basert
pa tidligere publiserte metoder (Petterstral, 1995;Pettersent al, 2000;R@nnesetét al,
2007).

Ved hjelp av en 1 ml spragyte ble det tatt ut 0,7hiald fravena caudalisFor &
forhindre koagulering ble blodet overfart til vakirterrar med natrium heparin. Blodet ble sa
fortynnet med L-15 medium (se Appendix, Kapitte3.4.), til henholdsvis 3 ml for laks, og 5

ml for torsk. De fortynnede blodprgvene ble opplbepa is far sentrifugering.
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Fra hver fisk ble vev fra hodenyre, 0,2 - 0,4 gl&ks og 0,1 - 0,2 g for torsk, dissekert
ut og overfart til vakuteinerrgr som inneholdt L-&fedium, 0,5 ml for laks og 2,0 ml for
torsk. Deretter ble nyrevevet bearbeidet gjennonfFaton 100 um nylonfilter (Becton
Dickinson) ved hjelp av to bgyde pasteurpipetteekaélvis ble det vasket med 0,5 ml L-15
medium 5 ganger, slik at nyreprgvene til sammenear@iml for laks, og 5 ml for torsk. De
fortynnede nyreprgvene ble holdt pa is far sergsfing.

De fortynnede blod- og nyrepravene ble lagt pa&dtegradienter av ulik tetthet i 10
ml sentrifugergr. Percoll-lasningene ble laget &dulande ut ren PercBll (GE Healthcare)
med autoklaverte saltlgsninger av ulik molaritet Appendix, Kapittel 6.1.1. og 6.1.2.). Ved
sentrifugering av blod- og nyreprgver fra laks, &t lagt 3 ml Percoll-lgsning med tetthet
1,060 g/ml, over 4 ml Percoll-lgsning med tetthg75 g/ml. De tilsvarende verdiene for
blod- og nyrepragver fra torsk var 2,5 ml Percoidmg med tetthet 1,050 g/ml, over 3 ml
Percoll-lgsning med tetthet 1,070 g/ml. Over Pérgadientene ble det forsiktig ved hjelp av
en pasteurpipette lagt 3 ml fortynnede blod- atigrepraver fra laks, eller 5 ml fortynnede
blod- eller nyrepraver fra torsk. Ved sentrifugegrivle det brukt en Allegra X-15R sentrifuge
(Beckman Coulter) innstilt pa 400 x g og 4 °C, hyogvene fra laks ble sentrifugert i 35
minutter, og prgvene fra torsk ble sentrifuger® iMinutter.

Etter sentrifugering ble leukocyttfraksjonen irédl-gradientovergangen tatt ut ved
hjelp av pasteurpipetter, og overfart til nytt sgagerar. Deretter ble rgret fylt opp med L-15
medium, og ble for leukocytter fra bade laks oghkaentrifugert i 10 minutter ved 200 x g og
4 °C. Supernatanten ble temt av, og leukocyttesesgendert forsiktig i L-15 medium eller
PBS 380 (PBS 380 mOsm, med heparin) (se Appendigittel 6.1.3.).

2.3. Telling av celler

Antall leukocytter per ml i leukocyttsuspensjondsie malt elektronisk ved hjelp av
en CASY celleteller (CAS¥Model TT). I dataprogrammet CAS¥xcell 2.2 kunne de
kvantitative og kvalitative malingene fra celletgfin, som antall celler, celleviabiliteten og
aggregeringsfaktoren observeres. Celletellingen limekt kvantitativt ved justering av
celletallet per ml i leukocyttsuspensjonen far vedeoruk i forsgk, for eksempel ved
cytospinpreparering, og flow cytometrianalyser. Paggeringsfaktoren og celleviabiliteten

hadde ogsa konsekvenser for de kvalitative resuiéasv forsgkene, da det er fordelaktig med
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en lav aggregeringsfaktor, og hgy celleviabilitet fi f4 de mest korrekte og palitelige
resultatene.
Ved hver telling ble 25 pl cellesuspensjon tilsattadlebeger med 10 ml CASYton-

lzsning og blandet godt ut. Deretter ble pravenwater malekapilleeren og analysert.

2.4. Cytospinpreparat av leukocytter og farging mediff-Quick

For & kvalitetssikre og identifisere ulike leukdeyti enkelte forsgk, ble det laget
cytospinpreparater som ble farget med Diff-Quiclad® Berhing AG, Medion Diagnostics),
eller senere med ulike fluorescerende reagensetalomkapittel 2.7. Fagr fremstilling av
cytospinpreparater ble leukocytter isolert som bmsit | kapittel 2.2., og celle-
konsentrasjonen ble justert til 1,2-1,4 > ¢6ller per ml for laks, og 2,5-3,0 x L6eller per
ml for torsk. Cytospinpreparatene ble laget vedlphjav en Shandon cytospin Il
cytosentrifuge, hvor det ble tilsatt 100 ul fra hleukocyttsuspensjon i hvert pravekammer.
Dette ble sentrifugert i 3 minutter ved 1000 rpnar Piff-Quick farging ble preparatene
luftterket markt i 24 timer. Etter farging og temki ble leukocyttene studert i et mikroskop
(Axioskop 2 plus, Zeiss), og ulike celletyper ogakteten pa disse kunne observeres, og
avbildes med et kamera (DS-5M-U1, Nikon) tilknytteikroskopet.

2.5. Flow cytometri

Cellesuspensjonene, justert til et bestemt cellgpgr ml, ble analysert i et
FACSCalibur flow cytometer (Becton Dickinson) vedldelengde pa 488 nm (argonlaser).
For maling ble cellene resuspendert ved hjelp avogtexmaskin (MS2 minishaker, 1KA
(1400 rpm i 3 sek). Flow cytometeret malte 10 Gkbcytter i hver prave, og resultatene ble
analysert i dataprogrammet Cell Quest versjon Bekton Dickinson). | en forhAndsopprettet
protokoll ble resultatene fra hver analyse satt imn FSC/SSC dot plot, og
fluorescensintensiteten til de ulike leukocytterefbemstilt i histogrammer eller dot plot.

Dataene ble overfart til FCS express (versjon 3, Ni/o Software) for videre
bearbeiding av resultatene.
| forsgksperioden ble flow cytometeret kalibrertgang i uken ved hjelp av fluorescerende

kuler (Calibrite, Becton Dickinson).
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2.6. Flow cytometrianalyser av respiratory burst hg leukocytter fra laks og torsk

Metoden brukt for & male respiratory burst aktivhies leukocytter fra laks og torsk
ved hjelp av DHR, er basert pa tidligere publisenttoder (Richardsoet al, 1998;Ortuncet
al., 2000;Staffordet al, 2001;Walrandet al, 2003;Moritomoet al, 2003;Rinaldiet al,
2007;Cheet al, 2008;Grayfeeet al, 2008;Katzenback and Belosevic, 2009). | tilpagamav
denne metoden for leukocytter fra laks og torsk déé gjennomfart flere forsgk der ulike
faktorer ble justert og endret. En oversikt ovégrie forsgk er satt opp i tabell 1 og 3. Ut fra
disse forsgkene ble det forsgkt & utarbeide erdatdrmetode for pavisning av respiratory
burst hos leukocytter fra laks og torsk.

For det ble gjort malinger pa leukocytter fra lakg torsk tilsatt DHR, ble
innstillingene pa flow cytometeret justert ved brak DHR og Pl-merkede og -umerkede

leukocytter fra blod og hodenyre (se Appendix, Kap6.3. for instrumentinnstillinger).

2.6.1. Respiratory burst assay pa leukocytter fréaks

2.6.1.1. Forarbeid

Isolerte leukocytter fra hodenyre og blod, som beskt i kapittel 2.2., ble
resuspendert i PBS 380.

For hvert forsgk ble det laget en ny DHR stock-iegmrett far bruk (se Appendix,
Kapittel 6.1.6.). DHR proben ble oppbevart i mgvea -20 °C, da den autooksideres ved
lyseksponering og for hgy temperatur (Henderson @hdppell, 1993;Invitrogen, 2009c).
Prgver tilsatt DHR ble s& mye som mulig oppbevargike frem til flow cytometrianalyse.

DHR stock-lgsning hadde i begynnelsen av forsaisgen en konsentrasjon pa 210
MM, da volumet i rgrene ble 210 ul da DHR ble tilsdonsentrasjonen ble senere justert til
206 pM DHR, da sluttvolumet til pravene senerersésperioden var 206 pl. PMA stock-
lasning ble i begynnelsen laget med en konsentragi@ 211 pg/ml. Senere ble
konsentrasjonen justert til 206 pg/ml PMA (se Apten Kapittel 6.1.4.). PMA stock-
lgsningene ble oppbevart ved -20 °C (Sigma, 20@gadint rett far bruk.

I denne teksten vil sluttkonsentrasjonene av dkeuteagensene i prgvene veere

skrevet i parantes bak de tilsatte reagensene.
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2.6.1.2. Utarbeiding av forsgksoppsett for resgirgtburst assay

| alle metodeutpravingsforsgkene ble cellesusparsjav HKL og PBL justert til
gnsket cellekonsentrasjon ved hjelp av CASY cdlsteenten 5 x 1Dceller/ml eller 2.5 x
10° celler/ml, og oppbevart pa is. Samtidig ble CAS#lmgene benyttet til & kontrollere
viabiliteten og aggregeringen til cellene. Etterstgring av celletallet ble 200 ul
cellesuspensjon (5 x d0eller 1 x 16 celler/ml) tilsatt i hvert flow cytometri polystgnrar
(Falcon, Becton Dickinson).

| de farste forsgkene ble cellesuspensjonenettilsateller 10 pl 210 uM DHR stock-
lasning (1, 5 eller 10 uM) direkte etter nedkjolipd is, og dette ble inkubert i 5 minutter.
Respiratory burst aktivitet i leukocyttene ble siénslert ved a tilsette 1 pl 211 pg/ml PMA (1
pg/ml), og ustimulerte kontroller ble tilsatt 1RBS 380.

| senere forsgk fikk cellene sta i romtemperatdr @) i 10 minutter far tilsetting av

reagenser. Fglgende ulike oppsett for tilsettin®BNR og PMA ble prgvd ut:

I. Stimulering etter tilsetting av DHR:
Tilsatt DHR (1, 5 eller 10 uM) og inkubert i 5 miter far respiratory burst
stimulering med PMA (1 pg/ml). Flow cytometrianaystfart 15, 30 og 45
minutter etter PMA-tilsetting.

Il. Stimulering samtidig med tilsetting av DHR:
Tilsatt 5 eller 10 uM DHR samtidig med respiratbryst stimulering med
PMA (1 pg/ml). Flow cytometrianalyser utfgrt 15, 89 45 minutter etter
DHR- og PMA-tilsetting.

[ll. Stimulering far tilsetting av DHR:
Respiratory burst stimulering ved inkubering medA( pg/ml) i 5 eller 10
minutter, far tilsetting av DHR (5 eller 10 uM).dw cytomerianalyser utfart
15, 30, 45 og 60 minutter etter DHR-tilsetting.

| hvert forsgk ble det analysert ustimulerte peatkdr til de respiratory burst stimulerte
prevene, tilsatt 1 pl PBS 380 i stedet for PMA. eEtthver reagenstilsetting ble
cellesuspensjonene resuspendert ved bruk av eexwaaskin (1400 rpm i ca 3 sek), slik at de
sma volumene tilsatt ble godt utblandet i proveliée inkuberinger ble gjort markt, ved

sakte vipping (4x/min) pa vippemaskin (Rockomatcrimmara AG) i romtemperatur. Alle
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forsgkene ble kjgrt med parallelle prgver tilsathse reagenskonsentrasjoner. Tabell 1 viser
fullstendig oversikt over utarbeiding av forsgkssegip for respiratory burst aktivitet pavisning
hos leukocytter fra laks.

Ved et tidspunkt for flow cytometrimaling, ble alispensjonene satt pa is etter siste
inkubering, og analysert ved flow cytometri. Vedr# tidspunkt for flow cytometrianalyse
ble prgvene inkubert i romtemperatur, og rett taste analyse ble prgvene tilsatt 200 pl PBS
380 i hvert rgr for & unngd at flow cytometerettm@rgvene tarre. For hver enkelt prave ble
det malt 10 000 celler ved hver analyse.

Analysetidspunktene for flow cytometri ble malt m&tdppeklokke, og startet (tid 0)
fra og med farste tilsetning i farste prgve av deste reagenstilsetningen (PMA i forsgk
beskrevet i punkt I. og Il., og DHR i forsgk besleei punkt I11.). | flow cytometriforsgk
med flere maletidspunkt, ble de samme pravene wmedkthver flow cytometrianalyse. Praver
uten tilsatt DHR ble analysert med FL1 = 600 nm,nseed tilsatt DHR ble prgvene
analysert med FL1 = 365 nm (se Appendix, Kapitt8lB). Resultatene ble helhetlig vurdert
i samme histogram, med FL1 langs X-aksen og céll&iags Y-aksen. De ustimulerte
kontrollene tilsatt DHR ble brukt til & definerednfluorescerende ustimulerte leukocytter var,
og disse ble regnet som negative celler uten rspir burst aktivitet. En tillatt grense pa 2 %
RHO-positive ustimulerte leukocytter ble derimotts&SC/SSC dot plot ble ogsa analysert
for hver prave. Ved videre analysering av dataafie forsgk, ble sma agranulzere celler, sma
celler med hgy granularitet, og avvikende storgikdar malt i flow cytometeret, gatet vekk i

analyseprogrammet FCS express.
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Tabell 1: Flow cytometriforsgk med ustimulerte og stimuldPBL og HKL fra laks tilsatt DHR. Konsentrasjonew RHR- og PMA-stock-
lzsningene var henholdsvis 210 pM og 211 pg/misktrfra forsgksoppsett merReng® i tabellen. Ved inkubering ble pravene satt p&ivig
(4x/min) i marke ved romtemperatur. Tid O er defirsmm tiden etter siste tilsetning av reagensktARller DHR), eller PBS 380.

Celle- Cellesuspensjon | Inkubering DHR Inkubering PBS (1) PMA (1) Inkubering| DHR Flow cytometri,
L CUEEE konsentrasjon per rar (pl) (min) () (min) (EsimuiEns | (@i (min) () maletidspunkt (min)
celler) celler)

HKL og PBL | 5,0 x 10%/ml 200 x4 1,509 10 5 1 — — — 15

HKL og PBL | 5,0 x 10%/ml 200 X2 1,509 10 5 — 1 — — 15

HKL og PBL | 2,5 x 10%/ml 200 x4 1,509 10 5 1 — — — 15

HKL og PBL | 2,5 x 10%ml 200 X2 1,509 10 5 — 1 — — 15

HKL og PBL | 5,0 x 10%/ml 200 10 1,509 10 5 1 — — — 15

HKL og PBL | 5,0 x 10%/ml 200 10 1,509 10 5 — 1 — — 15

HKL og PBL | 2,5 x 10%/ml 200 10 1,509 10 5 1 — — — 15

HKL og PBL | 2,5 x 10%ml 200 10 1,509 10 5 — 1 — — 15
HKL 2,5 x 10°/ml 200 10 509 10 5 1 — — — 15, 30 og 45
HKL 2,5 x 10°/ml 200 10 509 10 5 — 1 — — 15, 30 og 45
HKL 2,5 x 10°/ml 200 10 509 10 — 1 — — — 15, 30 og 45
HKL 2,5 x 10°/ml 200 10 509 10 — — 1 — — 15, 30 og 45
HKL 2,5 x 10°/ml 200 10 — — 1 — 5 509 10 15, 30, 45 og 60
HKL 2,5 x 10°/ml 200 10 — — — 1 5 509 10 15, 30, 45 og 60
HKL 2,5 x 10°/ml 200 10 — — 1 — 509 10 5° 30 og 45
HKL 2,5 x 10°/ml 200 10 — — — 1° 5 0g10 5 30 og 45
PBL 2,5 x 10°/ml 200 10 — — 1 — 5 5° 30, 45 og 60
PBL 2,5 x 10°/ml| 200 10 — — — 1° 5 5 30, 45 og 60

2 Overfort direkte fra is
b ppva stock-konsentrasjon pa 206 pg/ml
°DHR stock-konsentrasjon pa 206 pM

30




Material og metode

2.6.1.3. Endelig forsgksoppsett for respiratorydbassay pa leukocytter fra laks
| lgpet av forsgksperioden ble det kjart flessfk pa leukocytter isolert fra laks (N =

28) med fglgende oppsett:

1. Leukocytter ble isolert fra blod og/eller hodenywem beskrevet i kapittel 2.2., og
resuspendert i PBS 380.

2. Cellekonsentrasjonen ble justert til 2,5 ¥ t@ller per ml, og cellesuspensjonene ble
oppbevart pa is.

3. 200 pl cellelgsning ble tilsatt i hvert flow cytomergr, og inkubert markt i 10
minutter i romtemperatur med vipping (4x/min).

4. 1 pl 206 pg/ml PMA (1 pg/ml) ble tilsatt to pardle praver for & stimulere
leukocyttenes respiratory burst aktivitet, og 1 RBS 380 ble tilsatt to parallelle
ustimulerte kontrollprgver. Tilsetningene ble utidat i prevene med vortexmaskin
(1400 rpm i 3 sek). Prgvene ble videre inkubertkingb minutter i romtemperatur
med vipping (4x/min).

5. 5 ul 206 uM DHR (5 uM) ble tilsatt de stimulerte agtimulerte leukocyttene, og
prevene ble resuspendert med vortexmaskin (1400ir@nsek). Dette tidspunktet
regnes som tid O.

6. Det var alltid en negativ kontrollprgve uten reagjgsetninger med i hvert forsgk.

7. Flow cytometrimdling ble utfart etter 30 minuttekubering, markt i romtemperatur
ved sakte vipping. Fgr flow cytometrimaling ble hemkelt prgve resuspendert med
vortexmaskin ved 1400 rpm i 3 sekunder.

8. Ved flow cytometrimaling ble 10 000 celler i hvemgpe analysert. Flow cytometer
innstillingene ble justert etter om prgvene var nedldr uten DHR (se Appendix,

Kapittel 6.3.1. for instrumentinnstillinger).

| hvert forsgk ble det kjart flow cytometrianalys& en kontrollprave med leukocytter
uten tilsatt DHR eller PMA. Dette for a kunne kanigre at leukocyttene i de ulike forsgkene
hadde tilneermet like fysiologiske egenskaper tik$rfor at de stammet fra ulike individer.
Dot plotene fra flow cytometri analysene av dissatkollprgvene ble sammenlignet, og ved
for store avvik fra gjennomsnittet ble resultatéaeforsgket forkastet.
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2.6.1.4. Kontrollforsgk

| optimaliseringen av pavisningmetoden for respinat burst ble det satt opp
kontroller med leukocyttsuspensjoner fra bade bbgdhodenyre fra laks (Tabell 2). Se
kapittel 6.3.1. for instrumentinnstillinger ved \focytometrianalyse i kontrollforsgkene.

Folgende kontrollforsgk ble utrettet:

Negativ leukocytt kontroll:
Ustimulerte leukocytter fra PBL og HKL uten DHRsHltt ble analysert ved
flow cytometri med innstillinger for DHR-tilsatt pver etter 30 minutter inkubering i

romtemperatur, mgrkt og med vipping (4x/min).

Negativ PMA kontroll:

Kun PMA ble tilsatt PBL og HKL for & undersgke oRMA alene var
fluorescerende, noe som kunne medfare feilaktiglagiipa fluorescensresultatene ved
flow cytometrianalyse. Leukocyttsuspensjoner blekubert i 10 minutter i
romtemperatur. Deretter ble to parallelle kontenltilsatt 1 pl 206 pug/ml PMA (1
ng/ml), og inkubert i 5 minutter. S& ble det titsapl PBS 380 i stedet for DHR, for a
fa samme volum (206 upl) og PMA konsentrasjon (1mig/som pravene i
standardforsgkene. Reagensene ble blandet ut épeawned vortexmaskin (1400 rpm
i 3 sek). Pragvene ble inkubert i mgrke i romtemipgrag med vipping (4x/min) i 30

minutter etter tilsetting av PBS 380, far flow aytetrianalyse.

Positiv DHR kontroll:

For a verifisere at DHR som antatt kunne oksisl¢itefluorescerende RHO i
naerveer av bD,, som produseres ved respiratory burst aktivités, det satt opp
positive kontrollpraver med leukocytter fra badedobg hodenyre tilsatt .. Rar
med 190 pl leukocyttigsning (2,63 x °1@eller per ml) etter inkubering i
romtemperatur i 10 minutter, ble tilsatt henholdstieller 6 pul PBS 380 for & oppna
sluttvolum pa 206 pl far flow cytometrianalyse. Bier ble det tilsatt 5 pl 206 pM
DHR (5 uM), og pravene ble videre inkubert i 5 nitau S& ble 5 eller 10 pl 30 %
H,0, (0,73 eller 1,46 %) (Merck) tilsatt (regnet som @). Prgvene ble resuspendert
med vortexmaskin (1400 rpm i 3 sek) etter hver eeatlsetning.

| forsgket var det to parallelle rgr for hvemnkentrasjon. Leukocyttene

ble inkubert i 30 og 45 minutter for flow cytomatnalyse. Prgvene ble analysert i
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flow cytometeret med innstillinger for prever baged og uten tilsatt DHR.. Flow
cytometri resultatene ble sammenlignet med et stahoppsett av respiratory burst

assay med DHR-tilsetting pa leukocytter fra samisie f

Hemming av respiratory burst:

Negative DHR kontrollprgver ble tilsatt DPI (Diphdéeneiodonium
chloride, Sigma) for & hemme respiratory burst \ateti i leukocyttene. DPI har
tidligere blant annet blitt brukt i undersgkelsermaytrofile celler hos storfe, der DPI
hemmet NADPH oksidase-enzymet i respiratory buestksjonen (Rinaldiet al,
2007). Da HO, ikke dannes nar DPlI hemmer NADPH oksidase-enzywieDHR
ikke bli oksidert til fluorescerende RHO. Dersom Bigroben fungerer som antatt,
skal det teoretisk sett ikke kunne detekteres eningki fluorescens i flow
cytometrianalyse av fagocytter som tilsettes DP#lecgtter stimuleres med PMA.

Konsentrasjonene av DPI brukt i kontroliforsgkeee basert pa
informasjon fra leverandgr og konsentrasjoner brukihdre studier (Rinaldet al,
2007), (Sigma, 2009b). Farst ble det laget en stanihg av DPI med konsentrasjon
pa 5 mM. Deretter ble det laget to lgsninger meadskatrasjoner pa 206 og 412 uM
DPI (se Appendix, Kapittel 6.1.5.).

Forsgket besto av tre delforsgk, der den fgrstendvar med et vanlig
DHR-forsgksoppsett for leukocytter uten tilsatt DRI hvert av de to andre
delforsgkene Dble det brukt en DPI-konsentrasjon leoert delforsgk. De tre
delforsgkene besto alle av et negativt kontrolined leukocytter uten DHR og PMA,
to parallelle rar med leukocytter tilsatt DHR og3B80 (ustimulerte), og to parallelle
rar med leukocytter tilsatt DHR og PMA (stimulerte)

| de to delforsgkene som skulle hemmes med Delalke ragrene tilsatt 10
ul DPI-lgsning med en konsentrasjon pa 206 uM iatet, og 412 uM i det andre
delforsgket. | det uhemmede delforsgket uten DRI rérene tilsatt 10 ul PBS 380.
Deretter ble 190 pl leukocyttsuspensjon (2,63 % ciler per ml) tilsatt i hvert flow
cytometri rar i alle delforsgkene. Etter 10 minutt&kuberingstid i romtemperatur ble
det tilsatt 1 ul PBS 380 eller 1 pl 206 pg/ml PMA, pravene ble videre inkubert i 5
minutter. Deretter ble det tilsatt 5 pl 206 uM DHR) sluttvolumet i alle rgrene ble
206 pl. Konsentrasjonen av PMA ble dermed 1 pg/ad, DHR 5 puM, og
sluttkonsentrasjonen av DPI i prgvene i de to ragmy burst hemmede delforsgkene
ble henholdsvis 10 og 20 uM. Etter 30, 45 og 60uttér ble prgvene analysert ved
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flow cytometrianalyse. Da de tre ulike delforsgkéfekjart med leukocytter fra blod
og hodenyre fra samme fisk, kunne resultatene satignes og analyseres i forhold

til hverandre i FCS express.

Celledgdkontroll:

For & undersgke antall dade celler i prgvene ble giennomfart
kontrollforsgk med PBL og HKL tilsatt Pl (propidiuradide, Sigma). Dette ble gjort
for & verifisere at dot plotene ved analyseringesultatene ble gatet riktig, samtidig
for & utelate data fra dede celler & feilaktig péeviresultatene fra respiratory burst
assyet for levende leukocytter. Merkemetoden medrmlasert pa tidligere publisert
arbeid av Darzynkiewicet al. og Steinkampet al, som viste at Pl kunne merke
skadede og dgde celler (Darzynkiewieiz al, 1992;Steinkampet al, 1999). Etter
standard forsgksoppsett med DHR, ble 4,12 ul R (i@/ml) tilsatt pravene etter 30
minutter inkubering i romtemperatur. Da volumet igyene var 206 pul, ble
sluttkonsentrasjonen av Pl i prgvene 2 pg/ml. Bteilsetting ble pravene satt pa is i
5 minutter, fgr de ble analysert ved flow cytomefiuorescens fra RHO (oksidert

DHR) ble malt i FL1-filteret, mens fluorescens Raproben ble malt i FL2-filteret.

For hvert kontrollforsgk ble det alltid utfart etarallelt standard forsgksoppsett
(Kapittel 2.6.1.3.) fra samme fisk. Dette ble gjdar & analytisk kunne sammenligne
effektene av reagensene tilsatt i kontrollpravened de opprinnelige effektene av DHR-
merkede respiratory burst aktiverte leukocytteleigdra samme fisk.
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Tabell 2: Kontrollforsgk utfart gjennom hele metodeutpra@ngor respiratory burst pavisning hos PBL og HKéa Faks. Det ble brukt en

konsentrasjon pa 206 uM DHR (5 uM), og en konssjunapa 206 pg/ml PMA (1 pg/ml). De tre nederstsdsoppsettene ble tilsatt 4,12 pl
100 pg/ml P1 (2 pg/ml) 5 minutter fgr flow cytomatralyse. Prgvene ble inkubert markt i romtempeydortsett fra de negative kontrollene i
farste delen av metodeutprgvingsforsgkene, sonmkidert mgrkt pa is. Under inkubering ble proveat pa vippebrett (4x/min). Tidspunkt

for flow cytometrianalyse ble beregnet ut fra sigt@genstilsetning (tid 0).

Celle- _ Cellesuspensjon Inkubering, 10 min Inkube_rlng, Tilsetning !:IO\_N cytometri, Merknader

konsentrasjon per rgr (ul) 5 min maletidspunkt (min)

5,0 x 10%/ml 200 Pa is/romtemp. — — 15, 30, 45 og 60 Negativ kontroll

2,5 x 10%/ml 200 Pa is/romtemp. — — 15, 30, 45 og 60 Negativ kontroll

5,0 x 10%/ml 200 | romtemp. 1l PMA 1ulPBS 30 og 45 Negativ PMA kontroll

2,5 x 10%/ml 200 | romtemp. 1 ul PMA 1ul PBS 30 og 45 Negativ PMA kontroll

2,63 x 10%/ml 190 10 ul 206 uM DPI, romtemp. | 6 ul PBS — 30 og 45 Respiratory burst hemming
2,63 x 10°/ml 190 10 ul 412 uM DPI, romtemp. | 6 ul PBS — 30 og 45 Respiratory burst hemming
2,63 x 10%/ml 190 10 pul 206 pM DPI, romtemp. | 1 pul PBS 5 pl DHR 30 og 45 Respiratory burst hemming
2,63 x 10%/ml 190 10 pl 412 pM DPI, romtemp. | 1 pl PBS 5 ul DHR 30 og 45 Respiratory burst hemming
2,63 x 10%/ml 190 10 pul 206 pM DPI, romtemp. | 1 pyl PMA 5 pl DHR 30 og 45 Respiratory burst hemming
2,63 x 10°/ml 190 10 ul 412 uM DPI, romtemp. | 1 ul PMA 5 ul DHR 30 og 45 Respiratory burst hemming
2,63 x 10%/ml 190 6 ul PBS 5ul DHR | 5 ul 30 % H202 30 og 45 Positiv DHR kontroll

2,63 x 10%/ml 190 1 ul PBS 5 ul DHR |10 ul 30 % H202 30 og 45 Positiv DHR kontroll

2,5 x 10°/ml 200 | romtemp. — — 30 Celledgdkontroll, tilsatt P1 (2 pg/ml)
2,5 x 10%/ml 200 | romtemp. 1 ul PBS 5 pl DHR 30 Celledgdkontroll, tilsatt P1 (2 pg/ml)
2,5 x 10%ml 200 | romtemp. 1yl PMA 5 pl DHR 30 Celledgdkontroll, tilsatt PI (2 pg/ml)
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2.6.2. Respiratory burst assay pa leukocytter fradrsk

2.6.2.1. Forarbeid

Leukocytter fra hodenyre og blod fra torsk ble ésblsom beskrevet i kapittel 2.2.,
men leukocyttene ble resuspendert i PBS 380. h@ghisering av metode for repiratory burst
assay pa leukocytter fra torsk, ble fremgangsmdtePBL og HKL fra laks, beskrevet i

kapittel 2.6.1.3., benyttet som utgangspunkt.

2.6.2.2. Utarbeiding av forsgksoppsett for resginatburst assay

200 pl leukocyttsuspensjon med cellekonsentrapjr2,5 x 18 celler per ml ble
inkubert 10 minutter i romtemperatur med vipping/(din). Deretter ble 1 pl PMA (1 pg/ml)
tilsatt leukocytter i to parallelle rgr for & stifate respiratory burst aktivitet, og leukocytter
tilsatt 1 pl PBS 380 i to parallelle rgr fungertarsusimulerte kontroller. Etter 5 minutter
inkubering i romtemperatur med vipping (4x/min)e ldrgvene tilsatt 5 pl 206 UM DHR (5
KUM), og inkubert i 30, 45 og 60 minutter far flowtemetrianalyse. Instrumentinnstillingene i
flow cytometeret ble justert for torskeleukocytt&ide med og uten DHR- og PI- merking (se
Appendix, Kapittel 6.3.2. for instrumentinnstillieg. | senere forsgk ble det oftest gjort
malinger etter 15 og 30 minutter inkubering med DHR

Det ble ogsa pravd ulike konsentrasjoner av PMAfleg reagenser (LPS og POLY

I:C), for stimulering av respiratory burst aktititeos leukocytter fra torsk:

¢ | prgvene ble det tilsatt 1 pl PMA med konsentnagja 20,6, 2,06 og 0,206 pg/ml,
noe som gav en sluttkonsentrasjon av PMA pa 001, 6g 0,001 pg/ml (se Appendix,
Kapittel 6.1.4.).

¢ POLY I:C (polyinosinic-polycytidylic acid sodium kaSigma) stock-lgsning ble laget
med en konsentrasjon pa 206 pg/ml (se Appendixjttéas.1.4.). 1 pl 206 pg/ml
POLY I:C i pravene gav en sluttkonsentrasjon pa/ini

¢ LPS (lipopolysakkarid, 0111:B4 frascherichia coli Sigma) stock-lgsning ble laget

med en konsentrasjon pa 206 pg/ml (se Appendixjttéa.1.4.). 1 pl 206 pg/ml
LPS i prgvene gav en sluttkonsentrasjon pa 1 pg/ml.
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Til hvert rar med leukocytter som skulle stimulerele det tilsatt 1 pul 20,6, 2,06 eller
0,206 pg/ml PMA (0,1, 0,01 eller 0,001 pg/ml), 1206 pg/ml LPS (1 pg/ml) eller 1 pl 206
pg/ml POLY I:.C (1 pg/ml). Ustimulerte prover blelsétt 1 pul PBS 380. Hver
reagenstilsetning og konsentrasjon ble tilsattpdaallelle praver. Etter tilsetting av stimulant
eller PBS 380, ble prgvene inkubert mgrkt i 5 nteniffer det ble tilsatt 5 pl 206 uM DHR (5
puM) til hvert rar (tid 0). Ved hver reagenstilsetgible cellesuspensjonene resuspendert med
vortexmaskin (1400 rpm i 3 sek), og under inkubgble prgvene satt pa vippebrett (4x/min).
Etter 30 og 60 minutter inkubering med DHR ble mme analysert ved flow cytometri. Far
flow cytometrianalyse ble det tilsatt 200 pl PB38r & unnga at prgvene ble malt tarre.
Rett fgr flow cytomtrianalyse ble prgvene resuspented en vortexmaskin (1400 rpm i 3
sek). Tabell 3 gir en oversikt over forsgksoppsetterukt under utarbeidingen av respiratory

burst assay pa leukocytter fra torsk.

37



Material og metode

Tabell 3: Utpraving av forsgksoppsett av respiratory bussag pa HKL og PBL fra torsk med PMA, POLY I:C 0g% som stimulanter.
Maletidspunkt for flow cytometrianalyser er regnéfra nar DHR ble tilsatt (tid 0).

Celle- Cellesuspensjon | Inkubering PBS (ul); . . Inkubering d Flow cytometri,
AL konsentrasjon per rar (ul) (min) ustimulerte celler S (min) DI () maletidspunkt (min)
HKL og PBL | 2,5 x 10%/ml 200 10 1 — 5 5 15, 30, 45 og 60
HKL og PBL | 2,5 x 10%ml 200 10 — 1 ul PMA? 5 5 15, 30, 45 og 60
HKL og PBL | 2,5 x 10%/ml 200 10 — 1 pl POLY I:C° 5 5 30 og 60
HKL og PBL | 2,5 x 10%ml| 200 10 — 1l LPS® 5 5 30 og 60

aSIuttkonsentrasjon: 1, 0,1, 0,01 og 0,001 pg/ml
b Sluttkonsentrasjon: 1 pg/mi

¢ Sluttkonsentrasjon: 1 pug/mi

d Sluttkonsentrasjon: 5 uM
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2.6.2.3. Endelig forsgksoppsett for respiratorydbssay pa leukocytter fra torsk
Under utprgving av forsgksoppsett for respiratargsbassay pa leukocytter fra torsk,
ble dette forsgksoppsettet funnet & vaere mest alptiog testet pa PBL og HKL fra totalt 11

torsk:

1. Leukocytter ble isolert som beskrevet i kapitt@.20g resuspendert i PBS 380.

2. Cellekonsentrasjonen ble justert til 2,5 ¥ t8ller per ml, og cellesuspensjonene ble
oppbevart pa is.

3. 200 pul leukocyttsuspensjon ble overfart til flowtayetri rgr og inkubert i
romtemperatur i 10 minutter med vipping (4x/min).

4. 1 pl 20,6 pg/ml) PMA (0,1 pug/ml) ble tilsatt i tanallelle praver for a stimulere
respiratory burst aktiviteten hos leukocyttenelqg PBS 380 ble tilsatt ustimulerte
leukocytter i to parallelle prever. Tilsetningenée tutblandet i prgvene med
vortexmaskin (1400 rpm i 3 sek).

5. PMA- og PBS-tilsatte prgver ble inkubert mgrkt minutter i romtemperatur med
vipping (4x/min).

6. 5 ul 206 uM DHR (5 pM) ble deretter tilsatt de silerte og ustimulerte
leukocyttene (tid 0), og utblandet i pravene medesaonaskin (1400 rpm i 3 sek).

7. | hvert forsgk var det alltid en negativ kontroipe uten reagenser tilsatt.

8. Prgvene ble inkubert mgrkt i 15 minutter med vigpidx/min) fer flow
cytometrianalyse. Fgr flow cytometrianalyse ble lesed resuspendert med
vortexmaskin (1400 rpm i 3 sek).

9. 10000 celler ble malt i hver prave ved flow cytdrizmalyse.
Instrumentinnstillingene i flow cytometeret ble tei$ etter om prgvene var tilsatt

DHR eller ikke (se Appendix, Kapittel 6.3.2. fostrumentinnstillinger).
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2.6.2.2. Kontrollforsgk

| utviklingen av respiratory burst assay pa torskkbcytter, ble det som for lakseleukocytter,
ogsa utfart kontrollforsgk (Tabell 4). Instrumemstillinger ved flow cytometerianalyse i

kontrollforsgkene er angitt i appendix, kapitte3.8. Fglgende kontrollforsgk ble utrettet:

Negativ leukocytt kontroll:

Ustimulerte leukocytter fra PBL og HKL uten DHRsHlt ble analysert
ved flow cytometri med innstillinger for DHR-tilgat prgver etter 15 minutter
inkubering i romtemperatur, mgrkt og med vipping/din).

Negativ PMA kontroll:

1 ul 20,6 pg/ml PMA ble satt til 200 pl leukocytspensjon i to parallelle
pragver som pa forhand ble inkubert i romtemperatidr minutter. Pravene ble tilsatt 5
ul PBS 380, og sluttvolumet ble 206 pl. Ved hvisetiing ble prgvene resuspendert
med vortexmaskin (1400 rpm i 3 sek). Sluttkonsesjoreen av PMA var 0,1 pg/ml i
prgvene. Etter tilsetning av PBS 380, ble progvekabert mgrkt i romtemperatur med
vipping (4x/min) i 15 minutter far flow cytometriatyse. Ved flow cytometrianalyse
av kontrollpravene med PMA ble ble det kjgrt maéingned instrumentinnstillinger

for praver med og uten DHR tilsatt.

Positiv DHR kontroll:

Som positiv DHR kontroller ble to parallelle provdsatt HO,. Da ble 5
pul PBS 380 eller 5 pul 206 uM DHR tilsatt etter 1@natter inkubering av 190 pl
leukocyttsuspensjon (2,63 x %l@eller per ml) i romtemperatur. Etter 5 minutter
inkubering ble 5 eller 10 pl 30 % .8, (0,73 eller 1,46 %) tilsatt i
leukocyttsuspensjonene, og sluttvolumet ble justdrt206 pl med PBS 380.
Lgsningene ble inkubert markt i 15 minutter i romperatur far analyse ved flow

cytometri.

Hemming av respiratory burst:

| negative DHR kontrollprgver ble DPI, som fokda(Kapittel 2.6.1.4.)
brukt for & hemme respiratory burst aktivitetereikocytter fra torsk. | hvert flow
cytometri rgr ble det tilsatt 10 pl 412 DPI (20 yMYy deretter ble det tilfgrt 190 ul
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leukocyttlgsning med cellekonsentrasjon p& 2,630% celler per ml. Pravene ble
inkubert i 10 minutter i romtemperatur med vippif@@x/min). Sa ble det tilsatt 1 pl
20,6 pg/ml PMA (0,1 pg/ml) eller 1 ul PBS, ettersdat skulle forsgkes a& stimulere
respiratory burst aktiviteten hos leukocyttene reilkike. Deretter ble det i den ene
delen av kontrollforsgket tilsatt 5 pl PBS, mens idden andre delen ble tilsatt 5 pl
206 uM DHR (5 uM) (tid 0). Etter hver tilsetting aneagenser ble pragvene
resuspendert med vortexmaskin (1400 rpm i 3 se&lefe ble inkubert markt i 15

minutter med vipping (4x/min) fgr flow cytometridpse.

Celledgdkontroll:

| alle forsgksoppsett og alle kontrollforsgk medkiecytter fra torsk ble
det tilsatt propidium iodide (PI) i pravene for &rke dade celler. Dette ble gjort for &
se hvor de Pl-positive leukocyttene 1a i FSC/SSCplimene, og for & ekskludere de
dode cellene fra forsgksresultatene i analysenentidig ble Pl brukt som et
kvalitativt verktay for & se hvor mange celler d@gdéimuleringsforsgkene med ulike
konsentrasjoner av PMA. Sluttkonsentrasjonen abl®lalltid justert til 2 pg/ml. PI
ble tilsatt etter ferdig inkubering regnet ut frsts tilsetning av reagens (tid 0).
Cellene ble inkubert mgrkt i 5 minutter pa is meigping (4x/min) far flow
cytometrianalyse.

Dersom det var nok cellelgsning igjen etter flowtometrianalyse, ble
cellene malt i CASY celletelleren for & kunne samligme celleviabiliteten med

antall PlI-merkede celler registrert i flow cytonrete

For hvert kontrollforsgk ble det alltid utfart etanallelt standard forsgksoppsett
(Kapittel 2.6.2.3.) fra samme fisk. Dette ble gjdar & analytisk kunne sammenligne
effektene av reagensene tilsatt i kontrollpravened de opprinnelige effektene av DHR-

merkede respiratory burst aktiverte leukocytteleigdra samme fisk.
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Tabell 4: Kontrollforsgk utfart ved optimalisering av regiory burst assay for PBL og HKL fra torsk. | deste forsgkene ble prgvene
tilsatt 1 pl 206 pg/ml PMA (1 pg/ml). Siden ble PMnsentrasjoner pa 0,1, 0,01 og 0,001 pg/ml pragvd pl 206 pg/ml POLY I:.C
og LPS (1 pg/ml) ble ogsa brukt. | alle forsgketeeSpl 206 pM DHR (5 uM) brukt. Ved hemming av Di8R 10 pl 412 uM DPI (20
uM) tilsatt pravene. Ved merking av dade celler tgvene tilsatt 4,12 pl 100 pg/ml Pl (2 pg/ml). Idi@spunkt er regnet ut fra

tilsetning av siste reagens (PMA, DHR,( eller PBS 380) i pravene (tid 0).

Celle- Cellelgsnin Inkubering, Inkubering, : : Flow cytometri
konsentrasjon (V) ° 10 ming 5 min ° Vg méletidsrﬁnkt (min) T ey
2,5 x 10%/ml 200 — — — 15, 30, 45 og 60 Negativ kontroll
2,63 x 10%/ml 190 10 ul PBS 1l PMA 5 ul PBS 15, 30, 45 og 60 Negativ PMA kontroll
2,63 x 10%/ml 190 6 pul PBS 5 pl DHR 5 pl 30 % H202 15 Positiv DHR kontroll
2,63 x 10%/ml 190 1 ul PBS 5 pul DHR 10 pl 30 % H202 15 Positiv DHR kontroll
2,63 x 10°/ml 190 10 ul 412 uM DPI 1 ul PBS 5 ul DHR 15 Respiratory burst hemming
2,63 x 10°/ml 190 10 ul 412 uM DPI 1 ul PMA 5 ul DHR 15 Respiratory burst hemming
2,63 x 10%/ml 190 10 ul 412 pM DPI 6 pl PBS — 15 Respiratory burst hemming
2,63 x 10%/ml 190 — — — 15 Celledgdkontroll, tilsatt P1 (2 pg/ml)
2,63 x 10%/ml 190 10 ul PBS 1yl PMA — 15 Celledgdkontroll, tilsatt P (2 pg/ml)
2,5 x 10%/ml 200 — 1 pl POLY I:C — 60 Celledgdkontroll, tilsatt P1 (2 pg/ml)
2,5 x 10%/ml 200 — 1ulLPS — 60 Celledgdkontroll, tilsatt PI (2 pg/ml)
2,63 x 10%/ml 190 10 ul PBS 1 ul PBS 5 pl DHR 15 Celledgdkontroll, tilsatt P1 (2 pg/ml)
2,63 x 10%/ml 190 10 ul PBS 1 ul PMA 5 ul DHR 15 Celledgdkontroll, tilsatt PI (2 pg/ml)
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2.7. Fluorescensmikroskopi av respiratory burst stnulerte leukocytter fra laks

og torsk merket med DHR

Cytospinpreparater med DHR-merkede leukocytter laiget, basert pa en tidligere
publisert metode (Szues al, 1997). Leukocytter fra hodenyre og blod hos lagggorsk ble
isolert som ved flow cytometri forsgk (Kapittel 3,609 cellekonsentrasjonen ble justert til
2,5 x 16 celler per ml. Deretter ble det utfgrt et respinatburst assay for laks (Kapittel
2.6.1.3.) og torsk (Kapittel 2.6.2.3.), der 20Qcgllelgsning ble inkubert i romtemperatur i 10
minutter, far leukocyttene ble stimulert med 1 pMA° (1 pg/ml for lakseleukocytter, og 0,1
png/ml for torskeleukocytter). Cellene ble vider&uhert i 5 minutter i romtemperatur med
vipping (4x/min). Sa ble 5 pl 206 uM DHR (5 uM)stltt, og cellene ble inkubert markt med
vipping (4x/min) i romtemperatur i 30 minutter féakseleukocytter, og 15 minutter for
torskeleukocytter, far rgrene ble satt pa is. d&@m prever med torskeleukocytter ble det etter
tilsetting av DHR og inkubering i 15 minutter, &ts 4,12 ul 100 ug/ml Pl (2 pg/ml). Prgvene
ble videre inkubert pa is i 5 minutter.

Pravene ble etter inkubering tilsatt 300 pl PBS,380n gav en cellekonsentrasjon pa
rundt 1 x 16 celler per ml. Cytospinpreparater ble laget soskievet i kapittel 2.4. Etter en
tarketid pa 1 time i marke ble det forsiktig mohekkglass pa preparatene.

Pa preparater av torskeleukocytter ble det ettsetting av DHR og inkubering i 15
minutter, tilsatt 4,12 pl 100 pg/ml PI, slik at tkonsentrasjonen av Pl ble 2 pg/ml. Rgrene
ble inkubert 5 minutter pa is far det ble lagebsyinpreparater.

Etter montering ble preparatene studert i et flsoeasmikroskop (Axioskop 2 plus,
Zeiss), og det ble tatt bilder med et mikroskopke{®S-5M-U1, Nikon).

2.8. Stimulering av leukocytter fra laks og torsk ned bakterien Francisella

philomiragia subsp.noatunensis
2.8.1. Dyrking av bakterienF. philomiragia subsp.noatunensis

Dyrking av bakterier. philomiragiasubsp.noatunensier basert pd metoder brukt i
masteroppgave av Kolstg (2008).

Bakterien ble dyrket i Eugon Broth flytende medi(igecton Dickinson) tilsatt 2mM
jernklorid (Fluka) og 50 pg/ml ampicillin (Sigmagrlenmeyerkolber ved 2@ under risting
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(150 rpm) (se Appendix, Kapittel 6.2.1.). Bakteltde overfart til ny hovedkultur for & holde
ODeoo nnrverdi malt i et spektrofotometer (U-1100, Hitachigllom 1,5 og 1,8. Disse QR
nm-verdiene er definert som det tidspunktet da bakterer i den gvre delen av den
eksponentielle vekstfasen ut fra utarbeidet vekstkipa bakterien (Kolsta, 2008;Furevik,
2009). Det ble brukt bakterier fra kulturer med §Drverdier innenfor disse grensene i
forsgk og ved overfgring til ny kultur, for & vadrggg pa a fa bakterier som var i samme
stadie. | tillegg var trolig disse bakteriene migsiologisk like, og det ble unngatt at svake

eller dgde bakterier ble overfart til nye kulturer.

2.8.2 Respiratory burst assay pa leukocytter fra ldd og hodenyre fra laks og torsk etter

in vitro stimulering med F. philomiragia subsp.noatunensis

Forsgk med bakterieinkubering av leukocytter fislag torsk, er basert pa metode
publisert i artikkel av Katzenback og Belosevic 2)) om stimulering av leukocytter fra
gullfisk (C. auratusL.) med bakterielAeromonas salmonicidA449, og pafglgende DHR-
tilsetting. For pavisning av respiratory burst aitéit hos leukocytter fra laks og torsk inkubert
med bakterier. philomiragia subsp.noatunensisble det benyttet respiratory burst assay
med DHR-tilsetning utarbeidet i denne oppgaven Keittel 2.6.1.3. og 2.6.2.3. for
beskrivelse av respiratory burst assay for leukecyta henholdsvis laks og torsk).

PBL og HKL fra 2 laks og 2 torsk ble isolert pa saenmate som beskrevet i kapittel
2.2. Etter isolering ble leukocyttene resuspendefl5 medium uten gentamicin. Celletallet
ble justert til 5 x 1B celler per ml, og cellesuspensjonene ble oppb@éais.

Bakterielgsning K. philomiragia subsp.noatunensisfra en hovedkultur med Qg
nm-verdi mellom 1,5 og 1,8 ble fortynnet i L-15 utgentamicin til ORgo nnrverdi 0,4 (se
Appendix, Kapittel 6.2.2. for utregning av bakt&oasentrasjon). Deretter ble bakterien
inkubert ved 20C under risting (150 rpm) frem til overfgring av kberier til
leukocyttsuspensjonene (maksimalt 1 time).

500 pl leukocytter lgst i L-15 uten gentamicin (36 celler per ml) ble tilsatt fem
flow cytometri ragr. To av rgrene ble tilsatt 5004415 uten gentamicin og merket usmittede
kontroller, og tre rar ble tilsatt 500 pl baktegighing med OBy nnrverdi 0,4, slik at Okho
nm-verdien i de bakterieinkuberte prgvene ble 0,21kBn av denne Odg nmrverdien ved

smitteforsgk medF. philomiragia subsp. noatunensispa leukocytter, og inkuberings-
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betingelsene, er basert pa forsgk utfart i uputtlisteidie utfart av Furevik (2009). Deretter
ble leukocyttene med og uten bakterier inkubereildr 4 timer ved 12C.

Etter inkubering ble leukocyttene lagt pa hver BBS/3 % BSA /4,5 % glukose-
gradient (se Appendix, Kapittel 6.1.3.), og sengért ved 100 x g og 4 i 10 minutter for a
redusere antall eventuelle ekstracellulezere bakter®upernatanten ble fjernet, og
cellepelletene ble resuspendert i 0,9 ml PBS 380a fa en cellekonsentrasjon pa rundt 2,5 x
10° celler per ml. Deretter ble et standard forsgksefipp& respiratory burst assay med og
uten PMA-stimulering for lakse- og torskeleukocytsatt opp, som beskrevet i kapittel
2.6.1.3. for laks, og kapittel 2.6.2.3. for torsk.

Flow cytometri resultatene ble videre analysertGSFexpress. Ved beregning av
prosentandel RHO-positive leukocytter ble de DHBatte (5 uM), ustimulerte leukocyttene i
PBS 380 uten bakterieinkubering, satt som negdtiverespiratory burst aktivitet (RHO-
negative), der tillatt andel RHO-positive cellee Islatt til 2 %, som i tidligere forsgk. Ved a
bruke de ustimulerte leukocyttene uten bakteridieking kunne eventuell stimulering gjort

av bakterier i de bakterieinkuberte leukocytteniekiteres.
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3. Resultater

3.1. Isolering av leukocytter fra laks og torsk

Etter sentrifugering av fortynnede blod- og hodepyever pa Percoll-gradient dannet
det seg et synlig band av leukocytter i interfasesllom de to Percoll-lgsningene med ulik
tetthet (Figur 7). Eventuelle cellerester la segrstvi gradienten, mens erytrocyttene la seqg i
bunnen av raret.

Far sentrifugering Etter sentrifugering

Nyreprgvt
Cellereste
Percoll:
1,060 g/mi Band av leukocytter
Gradient- i overgangen Samlet
interfase mellom percoll- leukocytt-
tetthetene. fraksjon
Percoll:
1,075 g/ml

Rgde blodceller
(erytrocytter)

Figur 7: Isolering av leukocytter fra hodenyre (HKL) ho&daPercoll-gradient fgr og etter
sentrifugering.

3.2. Telling av celler

Figur 8 og 9 viser utskrifter av data fra malinggort med CASY celleteller pa
leukocytter fra blod og hodenyre fra laks og torsRASY-malingene viste at
gjennomsnittsdiameteren av lakseleukocyttene vEO @m, mens for leukocytter fra torsk var
den 5-7 um. Viabiliteten til leukocyttene fra lakg torsk var etter isolering oftest over 90 %.
Celleaggregeringen i cellesuspensjoner med leutercyita laks |a oftest mellom 1,2-1,4,
mens aggregeringen i cellesuspensjoner av tordkatgtier ofte kom opp til 2.
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R
CASY®™excell TT-2GA 1335 05.02.09
Version 2.2 Copyright (C) innovatis AG, Reutlingen, Germany BLOD LAKS 12:30
Comment Measurement 3 Parameters
PBL3 Capillary 150 pm
Size Scale 40 pm
050209.PBL.Laks.PBS m hep Measurement 3 of 3  SENBI CIoT 3.00 um
Right Norm Cursor 40,00 pm
300 4 | Left Eval Cursor 6,00 pm
- Right Eval Cursor 40,00 pym
250 Sample Volume 3 x 400 pl
Dilution 1,000E+02
200 | Aggregation Corr. Auto
E Results
=
3 150 7 Conc. Range Ok
Counts 4644
100 + Counfs > 40 pm 3 A472E+02
Aggregation Factor 1,062
50 4 Viable Cells/ml 4 279E+05
M Total Cells/ml 4 541E+05
o _I(“\Mh 1 ‘ : ; : ; % Viability 94,23 %
Cell Debris/ml 0,000E+00
0 5 10 15 20 25 30 35 40 TP TR
Diameter (microns) i =
Open | Append | TT-Import | < | = | > Overlay On | Mean Volume 4 421E+02 1l
Peak \Volume 4 165E+02 fl
Save I Delete i Print | Sort I Vol. Scale | Mean Diameter 9,09 pm
Peak Diameter 9,27 pm
R
CASY®excell TT-2GA-1335 12.11.08
Version 2.2 Copyright (C) innovatis AG, Reutlingen, Germany NYRE LAKS 12:08
Comment Measurement 6 Parameters
HKL2 Capillary 150 pm
Si
121108.PBL.HKL.Laks.PBS m hep.TT Measurement 6 of 6 20 el i
Left Norm.Cursor 4,00 pm
500 4 Right Norm.Cursor 40,00 pm
| Left Eval.Cursor 7,00 pm
w00 : Right Eval.Cursor 40,00 pm
i Sample Volume 3 x 400 pl
Dilution 1,000E+02
400 + Aggregation Corr. Auto
w
= Results
S 300 +
8 Conc. Range Ok
Counts 11772
200 A Counts > 40 ym 1,736E+02
Aggregation Factor 1,381
100 4 Viable Cells/ml 1411E+06
"\MVJ Total Cells/m| 1,513E+06
ol ‘ X ‘ ) o, Viability 93,24 %
' ' ' ' ' ' ' Cell Debris/ml 4 522E+04
0 5 10 15 20 25 30 35 40
= z Volume/ml 5 766E+08 fi
Diameter (microns)
Open I Append | TT-Import | < | = > Overlay On | Mean Volume 5 644E+02 1l
Peak Volume 4,088E+02 fl
Save | Delete | Print | Sort | Vol. Scale | Mean Diamefer 9,86 pm
Peak Diameter 9,21 pm

Figur 8: CASY-malinger av PBLA) og HKL (B) fra laks. Celler plassert mellom den rgde
og bla linjen i grafene er dade celler, og celievénstre for den bla linjen er cellerester. |
tabellen til hayre i hver figur star det informasjom totalt antall celler, antall og
prosentandel levende celler, den gjennomsnittligkestarrelsen, aggregeringsfaktoren og
mengde cellerester i prgven.
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Resultater

TT-2GA-1335 28.03.09
Version 2.2 Copyright (C) innovatis AG, Reutlingen, Germany TORSKTORS 15:21
Comment Measurement 2 Parameters
PBL Capillary 150 pm
g Size Scale 40 pm
280309.Torsk.HKL og PBL i PBS m hep Measurement 2 of 2 Lof Norm Cursor 3,00 um
Right Norm.Cursor 40,00 pm
| Left Eval Cursor 4 80 pm
1000 H Right Eval Cursor 40,00 pm
Sample Volume 3 x 400 pi
800 Dilution 1,000E+02
ﬂ]regation Corr. Auto
% 600 Results
8 Conc. Range Ok
400 | | Counts 17883
Counts > 40 pm 6,075E+02
Aggregation Factor 2,31
200 A Viable Cells/ml 3,585E+06
! Total Cells/ml 3.641E+06
ol | / - . ; ; ; : % Viability 98 48 %
' ' ' ' ' i Cell Debris/ml 0,000E+00
0 8 10 15 20 25 30 35 40
= A Volume/ml 3.291E+08 fi
Diameter (microns)
Open | Append l TT-Import | < | = > Overlay On I Mean Volume 2 120E+02 1i
Peak Volume 9 179E+01
Save | Delete I Print | Sort I Vol. Scale | Mean Diameter 6.77 pm
Peak Diameter 560 pm
B cCAsY®excell TT-2GA-1335 200209
Version 2.2 Copyright (C) innovatis AG, Reutlingen, Germany TORSKTORS 1112
Comment easurement 2 Parameters
HKL Capillary 1580 um
F Size Scale 40 pm
200209.Torsk.PBL og HKL i PBS m hep Measurement 2 of 2 RN G 300
1400 Right Nomm. Cursor 40,00 pm
| Left Eval.Cursar 480 pm
004 | Right Eval Cursor 40,00 pm
ﬂ |"‘ Sample Volume 3% 400 i
1000 + \ J Dilltion 1,000E=02
V Agaregation Corr. Auto
2] ;.
2= Resuits
3 a0 L Conc. Range Too hight
Counis 42210
A= Counts = 40 pm 3A72E+02
T L
Singl| \ Viable Celisiml 5,B34E+D6
\\\-F_‘ Total Cellsimi 6.035E+06
IrV' : ) ) - % Viahility 96,68 %
“ 5 2 38 s = = = | CeTDebrisi 0.000E-00
- ; Volume/ml B.535E+08
Diameter (microns)
Open | Append | TT-Import | < | = l > | Overlay On | Mean Valume 2330E+02
—_— Peak Volume 1463E+02 7
Save | Delete l Print I Sort | Vol. Scale | Mean Diameter 7,19 pm
Peak Diameter 6,54 ym

Figur 9: CASY-malinger av PBLA) og HKL (B) fra torsk. Celler plassert mellom den rade
og bla linjen i grafene er dade celler, og celievénstre for den bla linjen er cellerester. |
tabellen til hagyre i hver figur star det informasjom totalt antall celler, antall og
prosentandel levende celler, den gjennomsnittligkestarrelsen, aggregeringsfaktoren og
mengde cellerester i pragven.
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3.3. Cytospinpreparater og farging med Diff-Quick

Pa de Diff-Quick fargede cytospinpreparatene kutmalike leukocyttene observeres.
Pa preparatene av lakseleukocytter (Figur 10) kutheteobserveres hovedsaklig tre typer
celler i blod og hodenyre; sma runde celler med kj@rne, starre mononuklegere celler, og
polymorfonuklesere celler. Dette var trolig henhslds lymfocytter, monocytter

(blod)/makrofager (hodenyre) og ngytrofile granytter.

qi - @

& &

)

M‘, s o3 ¢
o »

L Mo

Figur 10: Diff-Quick fargede PBL A ogC), og HKL (B ogD) fra laks, 400x forstarrelsé
og B er oversiktshilder av PBLA) og HKL (B). C ogD viser ulike PBL C) og HKL (D) hos
laks. Lymfocytter L), monocytter o), makrofager M), og ngytrofile granulocyttemlN). C
ogD er redigert i Adob® Photoshop CS2 (versjon 9).

Pa preparater av torskeleukocytter (Figur 11) foml lmg hodenyre var to celletyper
sveert utpreget; sma, runde celler med stor kjevgestarre celler med en liten kjerne uten

lobedeling.
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Figur 11: Diff-Quick fargede PBL A) og HKL (B) fra torsk, 400x forstgrrelse.
Representative oversiktsbilder av PBA)(og HKL (B). C og D viser forstgrrelser av ulike
PBL (C) og HKL (D) fra torsk.

3.4. Flow cytometrianalyser av respiratory burst he laks

3.4.1. Utarbeiding av forsgksoppsett for respiratoy burst assay pa lakseleukocytter

Celledataene fra flow cytometeret fremstilt i dbdtble ferst gatet for & unnga data
fra dgde celler og celleaggregater i grafene oWssréscensverdiene. Figur 12 viser et
eksempel pa hvordan celledataene ble gatet i dtame.

Resultatene fra flow cytometrimalingene ble analyseed at graden av fluorescens i
ustimulerte leukocytter (tilsatt PBS 380 og DHR)e lsammenlignet med graden av
fluorescens i stimulerte leukocytter (tilsatt PMé DHR).
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Figur 12: Flow cytometrianalyse av isolerte PBIA)( og HKL (B) fra laks gatet for
respiratory burst analyse. Representative stofgelaularitet (FSC/SSC) dot plot viser rad

region som angir gatede leukocytter tatt med iyam®ahv respiratory burst aktivitet.

| de farste forsgkene med PBL og HKL ble det berktellekonsentrasjon pa 5 x°10
celler per ml. En konsentrasjon p& 2,5 X ¢éller per ml gav samme resultatet, og ble brukt i

videre forsgk. Sammenligning av disse to cellekotrasjonene er vist i (Figur 13).
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— 1uMDHR, PBS 380

— 5uMDHR, PBS 380
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HKL 5uMDHR, 1 pg/mL PMA
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Figur 13: Flow cytometrianalyse av ustimulerte og stimul&BL (A ogC) og HKL (B ogD)
fra laks (N = 1), med ulike cellekonsentrasjonepplevart pa is. Representative FL1-
histogrammer viser fluorescensintensiteten til teyktene. Cellesuspensjonene med
cellekonsentrasjon 2,5 x 4@eller per ml A ogB), og 5,0 x 16 celler per ml € og D) ble
oppbevart pa is far DHR tilsetting. Prgvene blsatii DHR (1, 5 eller 10 uM) 5 minutter far

stimulering med PMA (1 pg/ml). Ustimulerte leukaeytble kun tilsatt DHR (1, 5 eller 10
UM). Flow cytometrianalyse etter 15 minutter inktibg med PMA.

De farste resultatene fra flow cytometrianalysensd mlike konsentrasjoner DHR
tilsatt (1, 5 eller 10 uM), viste stor variasjofiuorescensintensitet for PBL i forhold til HKL

(Figur 13 og 14). Den videre metodeutpravingendeldor utfart pa HKL.
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— S5uMDHR, PBS 3380
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Figur 14: Flow cytometrianalyse av PBIAJ og HKL (B) (2,5 x 16 celler per ml) fra laks (N

= 1), inkubert 10 minutter i romtemperatur for détttng av DHR. Representative FL1-
histogrammer viser fluorescensintensiteten til tewktene. Cellesuspensjonene ble inkubert i
10 minutter i romtemperatur for tilsetting av DHR b eller 10 uM), og videre inkubert i 5
minutter fgr stimulering med PMA (1 pg/ml). Ustiredie leukocytter ble kun tilsatt DHR (1,
5 eller 10 uM). Flow cytometrianalyse etter 15 ntieuinkubering med PMA.

Ved en DHR-sluttkonsentrasjon pa 1 uM i prgvengevitow cytometrianalyser at
fluorescensgraden var lavere hos stimulerte leukerccy forhold til de ustimulerte. Dette
avvek fra analyser av prgver tilsatt 5 og 10 uM, tligorescensgraden hos de stimulerte
leukocyttene var hgyere enn hos de ustimulerte.

Det ble ogsa funnet en starre forskjell i fluoremiatensiteten mellom stimulerte og
ustimulerte leukocytter nar cellesuspensjoneneriiebert 10 i romtemperatur far tilsetting
av DHR (Figur 14), enn nar DHR ble tilsatt direktéer at cellesuspensjonene ble overfart fra
is (Figur 13). P& bakgrunn av disse resultatene dabene inkubert 10 minutter i
romtemperatur far tilsetting av reagenser, og deetitsatt DHR-konsentrasjoner pa 5 og 10
UM videre i metodeutprgvingen.

Videre ble det utprgvd lengre inkuberingsperiodéereden siste reagenstilsetningen
(tid 0) pa 30, 45 og 60 minutter. Samtidig ble pletvd ut flere forsgksoppsett der DHR ble
tilsatt 5 minutter far (Figur 15), samtidig meddé&r 16), eller 5 minutter etter 1 pul PBS 380
(ustimulert) eller 1 pul PMA (stimulert) (Figur 17).

53



Resultater

A n

] — 5 IMDHR, PBS 380

— 10pMDHR, PBS 380
] — 5UMDHR, 1 pg/mL PMA
54-] — 10uMDHR, 1 pg/mL PMA

©
%36— 5 uM DHR: 18%
s}

10 pM DHR: 15%
18

10° 10t 107 108
Fluorescensintensitet (FL1)

Celletall
8
]

5 uM DHR: 17%

] 10 pM DHR: 16%
18]

10° 10t 102 108 10*
Fluorescensintensitet (FL1)
C
54_
|
23] 5 uM DHR: 17%
@)

10 y(MDHR: 17 %

18

100 10t 102

103 10*
Fluorescensintensitet (FL1)

Figur 15: Flow cytometrianalyse av HKL (2,5 x 1@eller per ml) fra laks (N = 1) tilsatt
ulike konsentrasjoner DHR fgr PMA-stimulering. Regentative FL1-histogrammer viser
fluorescensintensiteten til cellene. Leukocyttefeeibkubert i 5 minutter med DHR (5 eller
10 uM), far stimulering med PMA (1 pg/ml). Ustimrike leukocytter ble kun tilsatt DHR (5
og 10 uM). Flow cytometrianalyse etter 1%),(30 B) og 45 C) minutter inkubering med

PMA. Grgnne histogrammarkgrer angir prosentandeDRidsitive celler i de stimulerte
prgvene.
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Figur 16: Flow cytometrianalyse av HKL (2,5 x 1@eller per ml) fra laks (N = 1) tilsatt
ulike konsentrasjoner DHR samtidig med PMA-stimunigr Representative FE1
histogrammer viser fluorescensintensitet til leykteme. Leukocyttene ble tilsatt DHR (5
eller 10 uM), og stimulert med PMA (1 pg/ml) sandgidUstimulerte leukocytter ble kun
tilsatt DHR (5 og 10 uM). Flow cytometrianalyseeett5 @), 30 B) og 45 C) minutter etter

tilsetting av reagenser. Grgnne histogrammarkargir grosentandel RHO-positive celler i
de stimulerte pragvene.
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Flow cytometrianalyser av prgver med 5 og 10 uM Diigatt 5 minutter far eller
samtidig med PMA (stimulerte HKL) eller PBS 380t{omilerte HKL), viste ikke forskjell i
prosentandel RHO-positive leukocytter. Det ble olenidere i metodeutprgvingen brukt
DHR-konsentrasjon pa 5 uM i prgvene.

Prosentandel RHO-positive HKL i flow cytometriarsdy etter 15, 30 og 45 minutter
av prgver tilsatt DHR 5 minutter fagr (Figur 15)leelsamtidig med PMA (Figur 16), viste en
lavere andel RHO-positive celler sammenlignet meay/gr stimulert med PMA i 5 minutter
for tilsetting av DHR (Figur 17). Forsgket med PM#émnulering for tilsetting av DHR ble
utfart pa 3 laks, og analysert ved flow cytomettee30, 45 og 60 minutter inkubering med
DHR. Ved flow cytometrianalyse etter 15 minuttekubering med DHR, viste resultatene
stor variasjon og lave verdier for RHO-positiveleel Pa bakgrunn av dette ble tidspunktet
for flow cytometrianalyse pa 15 minutter byttet mted en analyse etter 60 minutter

inkubering.
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Figur 17: Flow cytometrianalyse av HKL (2,5 x 4€eller per ml) fra laks (N = 1) stimulert
med PMA far DHR-tilsetting. Representative FL1-bggammer viser fluorescensintensiteten
til leukocyttene. Stimulerte leukocytter ble tilsB®MA (1 pg/ml) 5 minutter far tilsetting av
DHR (5 uM). Ustimulerte leukocytter ble kun tils@@HR (5 uM). Flow cytometrianalyse

etter 30 A), 45 B) og 60 C) minutter inkubering med DHR. Grgnne histogrammaagk
angir prosentandel RHO-positive stimulerte HKL.
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RHO-positive PBL la seg annerledes i scatter phot RHO-positive HKL (Figur 18).
RHO-positive PBL la seg i to populasjoner i forhdidde RHO-negative leukocyttene i
FSC/SSC dot plotene. Den ene cellepopulasjonenehéde side scatter-verdier, og noe
hgyere forward scatter-verdier, noe som betyr Igead av granularitet, og middels starrelse.
Den andre populasjonen la seg hgyt oppe pa sidéersalisen, og noe hgyere oppe pa
forward scatter-aksen, og disse cellene var demmexdgranulaere og forholdsvis store.

RHO-positive HKL la seg mer spredt i den gvre dedenFSC/SSC dot plotene, og

disse cellene hadde dermed ulik grad av granulagtearierende stgrrelse.
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Figur 18: Flow cytometrianalyser av DHR-tilsatte ustimuleotig stimulerte PBLA og C)

fra samme laks, og HKLB(ogD) fra samme laks (N = 2). Representative FL1-histogner
viser RHO-fluorescensintensitet til leukocyttene.rg@e histogrammarkgrer angir
prosentandel RHO-positive stimulerte leukocytteepfsentative FSC/SSC dot plot viser
plasseringen av RHO-positive PBC) og HKL (D) (grennfargede), angitt av markgrene i
FL1-histogrammene av henholdsvis PBA)(og HKL (B). Analysene i figurene er fra
malinger av samme praver fra PBA 6gC) og HKL (B ogD). Rad gate i dot ploten€ (og

D) angir leukocytter analysert for respiratory buaistivitet.
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3.4.2. Optimalisering av endelig forsgksoppsett forrespiratory burst assay pa
lakseleukocytter

Ut fra forsgksresultater presentert i figur 17, blet bestemt & g& videre med
forsgksoppsettet der leukocyttene etter inkubarmgntemperatur i 10 minutter ble stimulert
med PMA (1 pg/ml), eller bare tilsatt PBS 380 (oustierte prgver), og inkubert i 5 minutter,
og deretter tilsatt DHR (5 uM). Dette ble gjort nteL og PBL fra 3 laks i flere forsgk, der
fluorescensintensiteten til leukocyttene ble aratysed flow cytometeri etter 30, 45 og 60
minutter inkubering med DHR. Resultater av flowaryetrianalyser etter 30 og 45 minutter
inkubering er vist i figur 19.
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Figur 19: Flow cytometrianalyser av respiratory burst akévhos PBL A, C ogE) og HKL
(B, D, F) (2,5 x 16 celler per ml) fra 3 laks ved ulike inkuberingstidmed DHR.
Representative FL1-histogrammer viser fluoresceessiteten til leukocyttene. Et standard
respiratory burst assay for leukocyttene ble gjemigot. Flow cytometrianalyser 30 og 45
minutter etter tilsetting av DHR. Grgnne histograankarer angir prosentandel RHO-positive

stimulerte leukocytter.
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Ut fra resultatene fra flere forsgk basert pa saropysett som i figur 19, men med
flow cytometrianalyser ogsa etter 60 minutter, blet regnet ut den gjennomsnittlige
prosentandelen RHO-positive celler bade pa PBL &4 ifta laks. | malingene av RHO-
positive leukocytter i stimulerte praver ble en dapping pa 2 % RHO-positive ustimulerte
leukocytter tillatt. Verdiene fra forsgk der PBL BidKL ble stimulert med PMA (1 pug/ml) i 5
minutter for tilsetting av DHR (5 uM) er presentetdbell 6 og figur 20. Et klart trekk var at
antall RHO-positive celler gikk ned, mens den geiskee middelverdien av
fluorescensintensiteten til de RHO-positive leukteye (GMFI, geometric mean
fluorescence intensity) gikk opp over tid.

Den gjennomsnittlige prosentandelen RHO-positivawderte PBL var hgyest etter 30
minutter DHR-inkubering, da den var 22 + 11 % (M&), mens verdien etter 45 minutter var
20 £ 12 % (N = 16). Etter 60 minutter var den ggmsnittlige prosentandelen RHO-positive
PBL pa 14 + 11 % (N = 6). Etter 30 minutter vistinsilerte HKL tilsatt DHR hgyest andel
av fluorescerende RHO-positive celler, med et gjemsnitt pa 27 + 14 % (N = 15). Etter 45
minutter inkuberingstid med DHR var 25 = 14 % awmsierte HKL RHO-positive (N = 14),
mens etter 60 minutter var 15 + 6 % HKL RHO-pogt(N = 7).

Fluorescensintensiteten (GMFI) for RHO-positive P&} HKL fra laks gkte over tid,
og verdiene for PBL var rundt 63 + 41 etter 30 nteu(N = 16), 86 + 43 etter 45 minutter (N
= 16), og 105 * 39 etter 60 minutter inkubering<M). For HKL var verdiene 152 + 70 etter
30 minutter (N = 15), 194 + 66 etter 45 minutter £N14), og 251 + 53 etter 60 minutter
inkubering (N = 7).

Siden hensikten var & pavise respiratory bursviatinos stimulerte leukocytter ved
hjelp av RHO-positive celler, ble det bestemt akteyttene skulle inkuberes i 30 minutter
med DHR far flow cytometrianalyse. Forsgksoppsdiestkrevet i kapittel 2.6.1.3. ble prevd
ut pa PBL fra 16 laks, og HKL fra 15 laks.

Med bakgrunn i disse resultatene vil analyser livav fcytometrimalinger av kontrollpraver

fremstilles fra malinger etter 30 minutter inkulpgrimed DHR.
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Tabell 6: Prosentandel RHO-positive leukocytter, og geonmemaldelverdi av fluorescensintensitet (GMFI) hddAstimulerte PBL og HKL
fra laks tilsatt DHR, og analysert ved flow cytomegiGjennomsnitt + standardavvik).
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Figur 20: RHO-positive PBL og HKL fra laks i standard respirg burst assayA), og geometrisk middelverdi av fluorescensintestsrt til
RHO-positive leukocytter (GMFIR) etter 30 (PBL: N = 16, HKL: N = 15), 45 (PBL: NL6, HKL: N = 14) og 60 (PBL: N = 6, HKL: N = 7)
minutter inkubering med DHR. (Middelverdier, staveser standardavvik).
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3.4.3. Kontrollpraver

Negativ leukocytt kontroll:

PBL og HKL fra laks uten PMA og DHR tilsatt, anadys ved flow
cytometri med instrumentinnstillinger for DHR-titsa celler, viste ikke samme
fluorescensintensitet som celler tilsatt DHR. Deeudkade leukocyttene kunne ikke
detekteres i FL1-histogrammet for DHR-tilsatte lecyter.

Negativ PMA kontroll:
Kontrollprevene med PMA-stimulerte PBL og HKL flaks uten DHR,
viste ingen signifikante forskjeller i fluorescensiene fra analyser gjort av

ustimulerte leukocytter uten DHR tilsatt (Figur 21)

Positiv DHR kontroll:

Leukocytter tilsatt KO, og DHR viste seg a veere svaert RHO-positive i
prgver malt med instrumentinnstillinger i flow cyteteret beregnet for leukocytter
uten tilsatt DHR. Med instrumentinnstillinger forgver tilsatt DHR viste leukocytter
tilsatt H,O, og DHR en hgyere grad av fluorescens enn PMA-dirtauleukocytter
tilsatt DHR (Figur 21). KO, pavirket plasseringen av leukocyttene i dot ploogt

cellene ble gatet i forhold til scatter-egenskapene
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Figur 21: Flow cytometrianalyser fra PMA-negative og DHR-pivgl kontrollforsgk med
PBL (A og C) og HKL (B og D) fra laks. Representative FL1-histogrammer viser
fluorescensintensiteten i cellene. Leukocyttene tiigatt enten 1 pl 206 pug/ml PMA (1
png/ml), eller 5 pl 206 UM DHR (5 puM). Etter inkubeg i 5 minutter ble det tilsatt 10 pl 30
% H,O, (1,46 %) i pravene med DHR. Leukocyttene ble irdetilh 30 minutter far flow

cytometrianalyse, med instrumentinnstillinger bewedgfor prgver uten DHRA( og B), og
med instrumentinnstillinger beregnet for prgver &tk (C ogD).

Hemming av respiratory burst aktivitet hos laks&tsytter:
Flow cytometrianalyser av DPI-hemmede leukocyttestev at en
konsentrasjon pa 20 puM DPI i pravene hemmet mer &nuM DPIl. En
konsentrasjon pa 20 uM DPI i pravene ble derfoergdbrukt i kontrollforsgkene med
hemming av respiratory burst.
Flow cytometrianalyser, fremstilt i figur 22, viseat den hgyere

fluorescensintensiteten hos stimulerte HKL tilsaMA og DHR, til en viss grad
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uteble nar DPI var tilsatt pa forhand, i forholttimulerte leukocytter tilsatt DHR,
uten DPI.

Derimot var det en forskjell i hvordan de DPI-meede PBL og HKL
plasserte seg i FL1-histogrammet i forhold til dstimulerte DPI-hemmede og
uhemmede PBL og HKL tilsatt DHR. DPI-hemmede PMAdtite PBL plasserte seg i
stor grad pa samme maten som ustimulerte PBL madaesyDPI tilsatt DHR. DPI-
hemmede PMA-tilsatte HKL viste hgyere fluorescetgsinitet enn de ustimulerte
DPI-hemmede og uhemmede HKL tilsatt DHR.

For DPI-hemmede PBL tilsatt PMA og DHR, var mesigdRHO-positive
celler etter 30 minutter 5 %, i forhold til ustineule PBL i PBS 380 tilsatt DHR, der
grensen for RHO-positive celler var satt til 2 %prisvene med ustimulerte DPI-
hemmede PBL tilsatt DHR var 2 % av cellene RHO{pasi mens 23 % av de
uhemmede, stimulerte og DHR-tilsatte PBL fra samislevar RHO-positive.

Prosentandelen RHO-positive HKL hemmet med DMatt PMA og
DHR, var 3 %, mens 0,5 % av de ustimulerte DPI-henenHKL tilsatt DHR var
RHO-positive etter 30 minutter inkubering. 20 %deruhemmede, stimulerte DHR-
tilsatte HKL fra samme fisk var RHO-positive.

— PBS380,5yMDHR
— 1pg/mLPMA, 5 _(MDHR
— DPI,PBS380,5uMDHR

Celletall
£

— 0-1

10! 12 108 10* 100 10t
Fluorescensintensitet (FL1)

10? 1
Fluorescensintensitet (FL1)

Figur 22: Flow cytometrianalyser fra kontrollforsgk med hemgav respiratory burst hos
PBL (A) og HKL (B) fra laks. Representative FL1-histogrammer avrgoensintensiteten
hos leukocyttene. DPI (20 uM) ble tilsatt 10 mieutigr PMA (1 pg/ml) (stimulert) eller PBS
380 (ustimulert). Pragvene ble inkubert i 5 minufarDHR (5 pM) ble tilsatt. Flow
cytometrianalyser etter 30 minutter, med instrunmestillinger for DHR-tilsatte celler.

Grgnne histogrammarkgrer angir grensen mellom RbB§kpe og RHO-negative
leukocytter.
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Celledgdkontroll:

Ustimulerte og stimulerte PBL og HKL fra sammkslailsatt DHR (5 uM),
ble inkubert i 30 minutter, og deretter tilsatt(Plug/ml) for & merke dade celler. Etter
5 minutter pa is ble det utfart flow cytometriarsgy Flow cytometrianalyser av Pl-
merkede og umerkede PBL er presentert i figur @get av cellene i prgvene uten Pl
tilsatt 1a innenfor gaten laget for de Pl-positisellene. Analyser gjort pa de gatede
PBL tilsatt PI, viste at 4,6 % av de ustimulertderee var Pl-positive, mens 4,2 % av
PBL stimulert med PMA (1 ug/ml) var Pl-positive. GX-malingene gjort av de

samme cellene far flow cytometri, viste en cellataxelse pa 97.7 %.
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Figur 23: Flow cytometrianalyser av PBL fra laks (N = 1yt Pl i celledgdkontrollforsgk.
Representative scatter plotA (—= D) sammenligner FL1/FL2-fluorescens (RHO/PI-
fluorescensmerking) hos leukocyttene, der Pl-pasitigde celler er gatet i bla region. Scatter
plot E og F representerer FSC/SSC (cellestgrrelsen/granutar)teog viser hvor de gatede,
blafargede Pl-positive cellene legger seg i dotgple.A: Ustimulerte PBL tilsatt DHR (5
uM). B: Stimulerte PBL tilsatt PMA (1 pg/ml) og DHR (5 JMC og E: Ustimulerte PBL
tilsatt DHR (5 uM) og PI (2 pg/mIPD ogF: Stimulerte PBL tilsatt PMA (1 pg/ml), DHR (5
UM) og PI (2 ug/ml). Flow cytometrianalyse ble utfetter 30 minutter inkubering med DHR

i romtemperatur, og videre 5 minutter inkuberingdn® pa is.

Analyser av prgver med HKL tilsatt Pl for & merladd celler er vist i figur 24. Ingen
av prgvene uten Pl hadde celler innenfor gaten Blenlaget for de PIl-positive cellene. |
prever med HKL, kun tilsatt DHR (5 uM) og PI (2 pdj), var prosentandelen PIl-positive
celler 6,3 %, mens andel Pl-positive HKL stimulertd PMA (1 pg/ml) i samme DHR- og
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Pl-konsentrasjon, var 8,5 %. Ved CASY-maling feowfl cytometri analyse var andelen
levende celler i HKL-lgsningen 94,3 %.
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Figur 24: Flow cytometrianalyse av HKL fra laks (N = 1) tits®I i celledgdkontrollforsgk.
Representative scatter plotA (- D) sammenligner FL1/FL2-fluorescens (RHO/PI-
fluorescens-merking) hos leukocyttene, der Pl-pasitgde celler er gatet i bla region.
Scatter plotE og F representerer FSC/SSC (cellestgrrelsen/granutar)teog viser hvor de
gatede, blafargede Pl-positive cellene legger sdgtiplotene A: Ustimulerte HKL tilsatt
DHR (5 pM).B: Stimulerte HKL tilsatt PMA (1 pg/ml) og DHR (5 WMC og E: Ustimulerte
HKL tilsatt DHR (5 uM) og PI (2 pg/mlD og F: Stimulerte HKL tilsatt PMA (1 pg/ml),
DHR (5 uM) og PI (2 pg/ml). Flow cytometrianalyske litfgrt etter 30 minutter inkubering
med DHR i romtemperatur, og videre 5 minutter irgqihg med PI pa is.
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Samlet resultater fra PMA-negative og DHR-positteatrollforsgk, og kontrollforsgk
med DPI-hemming av respiratory burst og Pl-merliaglgde celler, verifiserte at en
inkuberingstid p& 30 minutter med DHR var optinfaitpavisning av respiratory burst

aktivitet hos leukocytter fra laks.

3.5 Flow cytometrianalyser av respiratory burst hogorsk
3.5.1. Utarbeiding av forsgksoppsett for respiratoy burst assay pa torskeleukocytter

Karakteristiske FSC/SSC dot plot av umerkede PBIH&d fra torsk er presentert i
figur 25. Stimulerte leukocytter tilsatt DHR bletgapa samme mate som i figur 25, og kun
gatede celler ble brukt i flow cytometrianalysermraspiratory burst aktivitet.

PBL HKL

A 1024 B 1024

768

768

512 512 -}

Side scatter
Side scatter

256 256 1

O —— o L S —
512 768 1024 0 256 512 768 1024
Forward scatter Forward scatter

Figur 25: Flow cytometrianalyser av isolerte PBA)(og HKL (B) fra torsk (N = 1) gatet for
respiratory burst analyse. Gatede celler (rad rggiae representative FSC/SSC dot plotene
angir leukocytter tatt med i analyse av respiratmust aktivitet. Flow cytometrianalyse etter
30 minutter inkubering.

| de farste forsgkene med tilsetting av DHR pa deykter fra torsk, ble det tilsatt 1 pl
206 pg/ml PMA (1 pg/ml) til 200 pl leukocyttlgsningtter videre merking med 5 pl 206 uM
DHR (5 pM) og flow cytometrianalyse etter 30 mimujt viste noen av de stimulerte
leukocyttene seg & ha lave FSC-verdier og hgye &8dier, som i figur 26. Analyser av
leukocytter fra tre torsk med samme forsgksoppgste sammenfallende resultater. Ved
gating av leukocyttene i dot plotene ble det bsdtme gate som for ustimulerte, umerkede
HKL, som i figur 25. | prgvene med en PMA-konsesijma pa 1 pg/ml, var 62 + 3 % av HKL
gatet, mens 90 + 5 % av de ustimulerte HKL var ig@tggur 26). Disse egenskapene antydet
at en stor andel av cellene i pravene var dgd@aagrunnlag av dette ble det pravd ut lavere

konsentrasjoner av PMA pa 0,1, 0,01 og 0,001 pg/ml.
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Figur 26: Flow cytometrianalyser av HKL fra torsk (N = 1l)instlerte med PMA.
Representative FSC/SSC dot plot av ugatefleog B) og gatede @ og D) (red region)
leukocytter.A og C: Ustimulerte HKL.B og D: PMA-stimulerte (1 pg/ml) HKL. Flow

cytometrianalyse 30 minutter etter tilsetting avA/RM

| den pafglgende utpravingen av lavere konsenmmasjav PMA for stimulering av
PBL og HKL, viste de analyserte prgvene etter 30uttér inkuberingstid med DHR en noe
mer variert forflytning av cellene i FSC/SSC dawtglFigur 27). De ustimulerte PBL og HKL
i PBS 380 tilsatt DHR ble gatet i dot plotene, @gsdimme gatene ble brukt henholdsvis for
stimulerte PBL og HKL. | figur 26 og 27 er det péflavor mange prosent av cellene i de
ustimulerte og stimulerte prgvene som ligger inoeghten.

Ved flow cytometrianalyse 30 minutter etter titseg av DHR, viste
fluorescensintensiteten til PBL og HKL stimulert an@,01 og 0,001 pg/ml PMA seg & veere
lavere enn ved stimulering med 0,1 pg/ml PMA (Fig8y.

| flow cytometrianalysene ble det tillatt 2 % RHOsitive leukocytter i de ustimulerte
prgvene ved maling av andel RHO-positive stimultdocytter. Tabell 7 og 8, og figur 29,
viser en oversikt over prosentandel DHR-positive lHia torsk stimulert med en PMA-

konsentrasjon pa 1, 0,1, 0,01 og 0,001 pg/ml, ofy BBnulert med de tre laveste PMA-

konsentrasjonene.
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Figur 27: Flow cytometrianalyser av PBIA( B, C ogD) og HKL (E, F, G ogH) fra torsk (N = 1) stimulert med ulike PMA-konseagjoner.
Representative FSC/SSC dot plot viser stgrrelsemgragulariteten til cellene, og gatede celler est virgd region./A og E: Ustimulerte
leukocytter. Leukocytter stimulert med PMA (ug/mB;og F: 0,1, C og G: 0,01,D og H: 0,001. Flow cytometrianalyse etter 30 minutter

inkuberingstid med DHR.
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Figur 28: Flow cytometrianalyse av ustimulerte og stimul&BL (A ogC) og HKL (B ogD)
fra torsk (N = 1) tilsatt DHR (5 uM). Representati#L1-histogrammer viser fluorescens-
intensiteten til leukocyttene. Leukocyttene blenstiert med ulike konsentrasjoner PMA (0,1,

0,01 og 0,001 pg/mbA og B: Ugatede leukocytterC og D: Gatede leukocytter. Flow
cytometrianalyse etter 30 minutter inkubering me4FRD

Basert pa at leukocytter stimulert med en PMA-katssjon pa 0,1 pg/ml viste

hgyere prosentandel RHO-positive celler, og atgmtadel gatede celler viste liten gkning
ved de lavere konsentrasjonene PMA, ble det besdestimulere torskeleukocyttene med en

PMA-konsentrasjon pa 0,1 pg/ml i respiratory bassayet. | tillegg ble de PMA-stimulerte

DHR-tilsatte leukocyttene gatet pa samme mate senstimulerte DHR-tilsatte leukocyttene.
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Tabell 7: Prosentandel RHO-positive, og geometrisk middelveaxd fluorescensintensiteten (GMFI) til, PBL frargh (N = 1)
stimulert med ulike PMA-konsentrasjoner. Flow cy&iranalyser etter 30 minutter.

PMA- % RHO-positive, | % RHO-positive, GMFI, GMFI, % gatede celler
konsentrasjon ugatede celler gatede celler ugatede celler | gatede celler i dot plot
0 pg/ml 2 2 133 117 96
0,1 pg/ml 13 8 157 168 88
0,01 pg/mi 11 6 142 143 89
0,001 pg/ml 3 2 131 128 91

Tabell 8: Prosentandel RHO-positive, og geometrisk middeivavdluorescensintensiteten (GMFI) til, HKL frarsx (N = 1)
stimulert med ulike PMA-konsentrasjoner. Flow cy&iranalyser etter 30 minutter.

PMA- % RHO-positive, | % RHO-positive, GMFI, GMFI, % gatede celler
konsentrasjon | ugatede celler gatede celler ugatede celler | gatede celler i dot plot
0 pg/ml 2 2 123 116 94
1,0 pg/ml 13 12 174 204 62
0,1 pg/ml 21 21 216 245 63
0,01 pg/mi 13 14 163 180 65
0,001 pg/ml 10 12 157 160 74
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Figur 29: Prosentandel RHO-positive leukocytter i HKL (N ¥ dg PBL (N = 1) fra torsk stimulert med ulike PMdnsentrasjoner.
Representative diagram viser andel RHO-positivideytter i forhold til PMA-konsentrasjon ved stiredhg (A), og geometrisk middelverdi
av fluorescensintensiteten (GMFI) til de RHO-pastieukocyttene, i forhold til PMA-konsentrasjondvetimulering B). Analysene med
ugatede og gatede leukocytter er fra samme anagyset plot. Verdiene er fra flow cytometrianalyséer 30 minutter inkubering med DHR.
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| utprgving av andre stimulanter, POLY |.C og LHSt leukocytter fra blod og
hodenyre hos torsk, ble det brukt en konsentragpdn 1,0 pg/ml. Resultatene ble
sammenlignet med leukocytter fra samme fisk stimuleed en PMA-konsentrasjon pa 0,1
png/ml. Prgvene ble analysert ved flow cytometere®80 minutter inkuberingstid med DHR,
og resultatene er fremstilt i figur 30 og 31, olgeth 9.

Figur 30 viser HKL og PBL fra torsk stimulert metR (0,1 pg/ml), POLY I:.C (1
pg/ml) eller LPS (1 pg/ml), og deretter tilsatt DHR uM). De stimulerte leukocyttene er
gatet med samme gate som de ustimulerte leukoeyttév figur 30 kommer det frem at
bade for PBL og HKL er prosentandelen gatede POLCY bg LPS-stimulerte leukocytter i
scatter plot stagrre enn ved stimulering med PMA.

Samtidig viste leukocytter tilsatt POLY I:C ellePB en mye lavere prosentandel
RHO-positive celler, i forhold til de som var stitatt med PMA (Figur 31). Verdier av
prosentandel RHO-positive leukocytter stimulert nRddA (0,1 pg/ml), POLY I:C (1 pg/ml)
eller LPS (1 pg/ml), og GMFI av de RHO-positivelesk, er fremstilt i tabell 9. Verdiene i
tabell 9 viser at andel RHO-positive leukocyttedde i blod og hodenyre, er hayere for
leukocytter stimulert med PMA, enn for leukocytstimulert med POLY I:C eller LPS. |
praver med ustimulerte og POLY I|.C- og LPS-stimideleukocytter var prosentandelen
RHO-positive celler pa rundt 2 %, noe som hentyateespiratory burst aktivitet ikke hadde
blitt aktivert. | de PMA-stimulerte prgvene var heidsvis 40 og 37 % av PBL og HKL
RHO-positive. Samtidig hadde de RHO-positive leyktmne som var stimulert med PMA en
hgyere geometrisk middelverdi av fluorescensintenglGMFI), enn de som var stimulert
med POLY I.C eller LPS (Tabell 9).

Tabell 9: PBL og HKL fra torsk (N = 1) stimulert med PMA, P®LU:C eller LPS, tilsatt
DHR (5 pM) og analysert ved flow cytometri etter 8finutter inkubering med DHR.
(Gjennomsnitt £ standardavvik).

HKL/PBL Stimulant % DHR-positive celler | Geometrisk middelverdi
PBL X* 20 97+3
PBL PMA, 0,1 pg/ml 40+1 299 +4
PBL POLY [:C, 1,0 pg/ml 3+1 99+1
PBL LPS, 1,0 pg/ml 3+0 104 +1
HKL X* 20 732
HKL PMA, 0,1 pg/ml 372 198 +4
HKL POLY [:C, 1,0 pg/ml 2+0 700
HKL LPS, 1,0 pg/ml 20 734
* Ustimulert
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Figur 30: Flow cytometrianalyser av PBIA( B, C ogD) og HKL (E, F, G ogH) fra torsk (N = 1) stimulert med PMA, POLY |.CellLPS, og
tilsatt DHR. Representantive FSC/SSC dot plot aggiede leukocytter (rad region) analysert for iragpry burst aktivitetA ogE: Ustimulerte
leukocytter tilsatt DHR (5 pMB ogF: PMA-stimulerte leukocytter (0,1 pug/mf}. og G: POLY I.C-stimulerte leukocytter (1,0 pg/mbD.ogH:

LPS-stimulerte leukocytter (1,0 pg/ml). Flow cytdnmenalyse etter 30 minutter inkubering med DHR.
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Figur 31: Flow cytometrianalyse av PBIA] og HKL (B) fra torsk tilsatt ulike stimulanter.
Representative FL1-histogrammer viser fluoresceéessiteten til leukocyttene. Prgvene ble
stimulert med PMA (0,1 pg/ml), POLY I:.C (1 pg/mljez LPS (1 pg/ml), og tilsatt DHR (5
uM). Flow cytometrianalyse etter 30 minutter inkiabg med DHR. Grgnne histogram-
markgrer angir RHO-positive leukocytter.

Etter utpraving av ulike stimulanter ble det bedteén fortsette a stimulere
torskeleukocyttene med en PMA-konsentrasjon pau@/inl 5 minutter for tilsetting av DHR
(5 uM).

Plasseringen til RHO-positive PMA-stimulerte DHIRditte leukocytter i FSC/SSC
dot plot varierte mellom PBL og HKL (Figur 32). RH@»sitive PBL la i to populasjoner, der
den ene besto av sma og granuleere celler som taitt arveere dade og dermed ble gatet vekk
og ikke tatt med i analyse av respiratory burstvidkt. Den andre cellepopulasjonen av
RHO-positive PBL i scatter plot besto av stgrrerogy granulaere celler (Figur 32 C).

RHO-positive HKL besto ogsd av to cellepopulasjoinescatter plot. Den ene
populasjonen besto av celler som var sma og graeutzg disse ble regnet som dgde celler
0og gatet vekk, og ikke tatt med i analyse av respiy burst aktivitet i leukocyttene. Den
andre RHO-positive cellepopulasjonen besto aveteeier med noe mindre granularitet enn
de RHO-positive PBL (Figur 32 D).

77



Resultater

— PBS 380, 5uMDHR

60 60
50 501
40} 40

T E

L30- D30

[ORE ]

O l 25 % O l 31 %
20 | 201 |
10 10
01 LI LR | L | L 0 LR | LR | LR | N

100 10t 102 103 10% 10° 10t 102 ) 108 10%
Fluorescensintensitet (FL1) Fluorescensintensitet (FL1)
C D
1024 1024

768 768 -

512

Side scatter
Side scatter
(4]

N
1

256 - 256 -

T T T T T T T T I v v v v v L T T T T v v v ! v v v
0 256 512 768 10 0 256 512 768 1024
Forward scatter Forward scatter

Figur 32: Flow cytometrianalyse av ustimulerte og stimuleelR-tilsatte PBL A ogC) og
HKL (B ogD) fra torsk. Representative FL1-histogra#ndgB) viser fluorescensintensitet til
leukocyttene hvor grgnne histogrammarkgrer angisgmtandel RHO-positive leukocytter.
Representative FSC/SSC dot pl@@ g D) viser plasseringen av RHO-positive PMA-
stimulerte leukocytter (grenne) angitt av histogmeerkgrene i FL1-histogrammene
(henholdsvisA og B). Ustimulerte og PMA-stimulerte leukocytter blésatt DHR (5 pM).
Flow cytometrianalyse etter 15 minutter inkubenmgd DHR.

3.5.2. Optimalisering av endelig forsgksoppsett farespiratory burst assay pa

torskeleukocytter

Etter inkubering i romtemperatur i 10 minutterpstiering med PMA (0,1 pg/ml) i 5
minutter, og tilsetting av DHR (5 pM), ble det utfdlow cytometrianalyser etter 15 og 30
minutter etter DHR-tilsetting. Figur 33 viser erpresentativ sammenligning av leukocytter
fra torsk, bade PBL og HKL, analysert ved flow ayitri etter 15 og 30 minutter inkubering
med DHR (5 pM).
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Figur 33: Flow cytometrianalyse av PBIA] og HKL (B) fra torsk (N = 1). Representative
FL1-histogrammer viser fluorescensen til leukoayteEt standard respiratory burst assay for
leukocyttene ble gjennomfgrt. Flow cytometrianalyge og 30 minutter etter tilsetting av
DHR. Grgnne histogrammarkgrer angir prosentandé€Dfplsitive leukocytter.

Det ble gjennomfart flere forsgk med standardopeséir respiratory burst assay, der
200 pl leukocyttlasning fikk stad 10 minutter i ramtperatur fer tilsetting av PMA (0,1
pg/ml), og videre inkubering i 5 minutter fgr tiseg av DHR (5 uM). Flow
cytometrianalyser ble gjennomfgart etter 15 og 3Qutier inkubering etter tilsetting av DHR.
Den gjennomsnittlige verdien av de DHR-positivdare?, og den geometriske middelverdien

av fluorescensen til disse (GMFI), er presenttabell 10, og figur 34.
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Tabell 10: Prosentandel RHO-positive, og geometrisk middelivay fluorescensintensiteten (GMFI) til, PBL og HKra torsk stimulert med
PMA (0,1 pg/ml) i 5 minutter, tilsatt DHR (5 uM) agkubert i 15 eller 30 minutter fgr flow cytometnialyse. (Gjennomsnitt + standardavvik).

Minutter PBL HKL
% RHO-positive celler GMFI av RHO-positive celler % RHO-positive celler GMFI av RHO-positive celler
15% 17+8 148 + 45 267 110 £43
30 20+ 15 183 + 80 257 162 + 61
N=4
°N=5
A B
40 300
35 _ _
250 A
g\ 30 -+ }V _
9 200 -
X< 25
E J [ O PBL
2 20 - S 150 | B HKL
= z [
g 15 -
'e) 100 - = =
= 10 -
B 50
54 L
0 0
30 15 30

15
Inkuberingstid, minutter

Inkuberingstid, minutter

Figur 34: Prosentandel RHO-positive, og fluorescensintergsitéit, PBL og HKL fra torsk stimulert med PMA (Olg/ml) i 5 minutter far
tilsetting av DHR (5 uM). Prosent RHO-positive leaktter @A), og geometrisk middelverdi av fluorescensintetsit (GMFI) til de RHO-
positive leukocytteneB) ved flow cytometrianalyse 15 (N = 4) og 30 (N ainutter etter tilsetting av DHR.
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3.5.3. Kontrollforsgk

| fremstilling av resultater fra kontrollforsgk eéet brukt data fra analyser av flere fisk.

Negativ leukocytt kontroll:

PBL og HKL fra torsk uten PMA og DHR tilsatt, tes ikke
fluorescensintensitet ved flow cytometrianalyserdnmenstillinger for DHR-tilsatte
leukocytter. Cellene uten DHR tilsatt var ikke sgali samme FL1-histogram som de

DHR-tilsatte cellene.

Negativ PMA kontroll:

PBL og HKL fra torsk stimulert med PMA (0,1 pg/nidle analysert ved
flow cytometri med innstillinger beregnet for lewytter bade med og uten DHR. De
PMA-stimulerte leukocyttene hadde samme fluoresoéssitet som de ustimulerte,
umerkede leukocyttene (Figur 35), og var ikke ggmlisamme FL1-histogram som de
DHR-tilsatte leukocyttene.

Positiv DHR kontroll:

PBL og HKL fra torsk ble tilsatt DHR (5 uM) og.6,, eller bare HO,, og
analysert ved flow cytometri med instrumentinnstger beregnet for leukocytter uten
DHR (Figur 35), og med DHR tilsatt (Figur 36). Lewytter tilsatt kun HO, hadde
hgyere fluorescensintensitet enn leukocytter uilsatte reagenser (Figur 35), men
lavere fluorescens enn leukocytter tilsatt DHRerelDHR og HO, (Figur 36).
Leukocytter tilsatt DHR og D, hadde hgyere fluorescens enn ustimulerte og PMA-
stimulerte leukocytter tilsatt DHR (Figur 36). Dettiste at ved tilsetting av B, og
DHR, ble fluorescensintensiteten til leukocyttemsdre enn ved tilsetting av DHR til
ustimulerte og stimulerte leukocytter.

81



Resultater
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Figur 35: Flow cytometrianalyser fra PMA- og DPI- negativey dDHR-positive
kontrollforsgk med PBLA) og HKL (B) fra torsk. Representative FL1-histogrammer viser
fluorescensintensiteten til cellene. Leukocytteleetibsatt DPI (20 uM), PMA (0,1 pug/ml), 5
pl 30 % HO, (0,73 %) og DHR (5 puM) i ulike forsgksoppsett. Wlaytometrianalyser 15

minutter etter siste reagenstilsetting, med insemtnnstillinger beregnet for pragver uten
DHR.

— PBS380,5uMDHR
— 0,1 pg/mL PMA, 5 pMDHR
— PBS380,H202
A B — 5uMDHR,H202

Celletall
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e ]
100 10t
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Figur 36: Flow cytometrianalyser fra DHR-positive kontrollfmk med PBLA) og HKL (B)
fra torsk. Representative FL1-histogrammer viseoriéscensintensiteten til leukocyttene.
Leukocytter ble tilsatt PBS 380 (ustimulert) ellPMA (stimulert) og DHR (5 uM), eller
DHR (5 uM) og 5 ul 30 % pD, (0,73 %). Flow cytometrianalyser 15 minutter eteste
reagenstilsetting med instrumentinnstillinger beetdor praver tilsatt DHR.
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Hemming av respiratory burst aktivitet hos torski&lecytter:

| kontrollprgver tilsatt DPI ble fluorescensniva prever med DHR
nedsatt, sammenlignet med prgver tilsatt DHR ut@i-fizmming. Disse resultatene
er presentert i figur 37. Av figur 37 kan det ohsees bade for PBL og HKL at de
DPI-tilsatte pravene, bade med ustimulerte og dénmileukocytter tilsatt DHR, viste
nedsatt fluorescensintensitet og antall DHR-positieller, i forhold til prevene uten
DPI tilsatt. Denne nedgangen var tydligere for RBIn for HKL. | pravene med de
DPI-hemmede, bade stimulerte og ustimulerte PBL, &2 % av cellene RHO-
positive. 25 % av de uhemmede, stimulerte PBL vidORpositive. | prgvene med
DPI-hemmede HKL var 3 % av de ustimulerte leukaryt RHO-positive, mens 5 %
av de stimulerte var RHO-positive. Av de uhemmddaiderte HKL var 21 % RHO-

positive.
[ PBS360,5pMDHR
L 0,1pg/mLPMA, 5pMDHR
| DPI,PBS 380,5uMDHR
A PBL g HKL |— DPI,0,1 pyg/mL PMA_5uMDHR
45 45
34
T I
By ] °
Q [
o I o
11+

100 10t 104 100 10t 108 104

102 108 102
Fluorescensintensitet (FL1) Fluorescensintensitet (FL1)

Figur 37: Flow cytometrianalyser fra kontrollforsgk med hemgiav respiratory burst
aktivitet hos PBL A) og HKL (B) fra torsk. Representative FL1-histogrammer viser
fluorescensintensiteten til leukocyttene. UhemmedeDPIl-hemmede (20 uM), ustimulerte
og PMA-stimulerte (0,1 pg/ml) leukocytter ble tiis®HR (5 pM). Flow cytometrianalyser
etter 15 minutter inkubering med DHR. Grgnne hisdognarkgrer angir RHO-positive
leukocytter.
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Celledgdkontroll:

Det ble tilsatt Pl for & pavise dgde celler i kotipraver med ustimulerte
og PMA-stimulerte PBL og HKL fra torsk tilsatt DHRLloen representative resultater
er vist i figur 38. Ut fra gate laget i analyseneRBL, kommer det frem at en liten
andel ustimulerte og PMA-stimulerte leukocytterkai 0,5 %) av PBL tilsatt DHR,
uten PI, var ogsa positive for gaten laget for denBrkede cellene (Figur 38 A og B).
| analyser av ustimulerte og stimulerte PBL tilsBtiR og PI, var 2,4 % av de
ustimulerte leukocyttene Pl-positive (Figur 38 @)ns 4,5 % av de stimulerte PBL
var Pl-positive (Figur 38 D). | tillegg ble PBL gitt DHR og HO, ogsa tilsatt Pl og
malt i flow cytometeret etter 15 minutter inkubgrimned DHR. Analyser av
resultatene viste at cirka 17, 2 % av PBL tilsaHR) H,O, og PI, var Pl-positive
(Figur 38 G). De dgde cellene var sma (lav FSC)visge varierende grad av
granularitet (SSC) (Figur 38 E, F og H).

Prgver av ustimulerte og stimulerte PBL fremstiligur 38 ble malt i
CASY celletelleren etter flow cytometrianalysen@SY-utskriftene viste at bade de
ustimulerte og stimulerte prgvene med PBL tilsatHRD og PI, hadde en

celleoverlevelse pa 94 %.
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Figur 38: Flow cytometrianalyse fra celledgdkontrollforsgk dnleBL fra torsk (N = 1). Representative scattert jfo, B, C, D og G)
sammenligner RHO-positive med Pl-positive (bla oayileukocytters fluorescens. Representative FSC/86t plot E, F og H) viser
plasseringen av de Pl-positive (bld), dgde leukecytdot plot av ustimulerte og PMA-stimulerte peg tilsatt DHR og P, og leukocytter tilsatt
DHR, HO; og PI. Ustimulerte leukocytter og leukocytter silert med PMA (0,1 pg/ml) ble tilsatt DHR (5 uM)y eventuelt Pl (2 pg/mlA:
Ustimulerte PBL tilsatt DHRB: PMA-stimulerte PBL tilsatt DHRC og E: Ustimulerte PBL tilsatt DHR og PD og F: PMA-stimulerte PBL
tilsatt DHR og P1G ogH: Ustimulerte PBL tilsatt DHR, D, og PI. Flow cytometrianalyser etter 15 minuttéuibering med DHR.
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Analyser av Pl-merkede og -umerkede HKL viste akeaci0,3 % av de
ustimulerte og stimulerte leukocyttene tilsatt DidEen Pl |& inni gaten laget for PI-
positive celler (Figur 39 A og B). 1,4 % av deinstlerte HKL tilsatt DHR og PI var
Pl-positive, mens cirka 5 % av PMA-stimulerte cetissatt DHR og PI var Pl-positive
(Figur 39 C og D). Figur 39 G viser at 36,4 % avIH#lsatt DHR, HO, og PI, var
merket som PI-positive, dgde celler. CASY-malingar leukocyttene etter flow
cytometri viste at 94,3 % av bade de ustimulertestigulerte HKL tilsatt DHR
fremdeles var i live. Det var ikke nok cellelgsnitiga male antall levende celler i
praver tilsatt HO,. Figur 39 E, F og H viser at de Pl-positive, dgdibene var sma (lav
FSC), og hadde varierende grad av granularitet YSSC

Prgver av ustimulerte og stimulerte HKL, fremstilfigur 39, malt i CASY
celletelleren etter flow cytometrianalyse, visteuatimulerte HKL tilsatt DHR og PI
hadde en overlevelse pa 88 %, og PMA-stimulerte Hiidatt DHR og Pl hadde en
overlevelse pa 86 %. Det var ikke nok cellesuspenay HO.-tilsatte HKL til & male

overlevelsen i CASY celletelleren.

Samlet resultater fra PMA-negative og DHR-positteatrollforsgk, og kontrollforsgk
med DPI-hemming av respiratory burst og Pl-merkiagligde celler, bekreftet at en
inkuberingstid pa 15 minutter med DHR var optinfaitpavisning av respiratory burst
aktivitet hos leukocytter fra torsk.
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Figur 39: Flow cytometrianalyser fra celledgdkontrollforsgleanHKL fra torsk (N = 1). Representative scattest A, B, C, D og G)
sammenligner RHO-positive og Pl-positive (bla regiteukocytters fluorescens. Representative FSC/8&Mlot €, F og H) viser de PI-
positive (bla) leukocyttenes plassering i dot pet ustimulerte og stimulerte, og,®b-tilsatte leukocytter tilsatt DHR og PI. Ustimulert
leukocytter og leukocytter stimulert med PMA (0d/ml) ble tilsatt DHR (5 uM), og eventuelt Pl (2/pd) A: Ustimulerte HKL tilsatt DHRB:
Stimulerte HKL tilsatt DHRC ogE: Ustimulerte HKL tilsatt DHR og PD ogF: PMA-stimulerte HKL tilsatt DHR og PIG ogH: HKL tilsatt
H,0,, DHR og PI. Flow cytometrianalyse etter 15 minuitéubering med DHR.
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3.6. Fluorescensmikroskopi av leukocytter fra lak®g torsk tilsatt DHR

3.6.1. Lakseleukocytter

Ved mikroskopering kunne det observeres enn grimuonefscens hos noen fa celler pa
preparater av ustimulerte leukocytter fra laksatt®HR (5 uM) (Figur 40 A). Fase-kontrast
bilder av. samme omrade pa samme preparat (Figus)4lste flere celler som ikke hadde
RHO-fluorescens. P& preparater av PMA-stimulextikdcytter tilsatt DHR (5 uM), kunne
det observeres flere RHO-positive celler, og nomhde sveert sterkt fluorescens (Figur 40 C).
Fase-kontrast av samme preparater viste flere rcelben ikke kunne observeres ved

fluorescensmikroskopi (Figur 40 D). P& preparatedmistimulerte, umerkede leukocytter

(negative kontroller) var ingen leukocytter RHO-ios.

A R bk
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o O 4
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& KQ (;J
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I .
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Figur 40: Fluorescensmikroskopering\ (og C) og lysmikroskoperingR og D) av HKL fra
laks etter respiratory burst assAyog B: Ustimulerte HKL tilsatt DHR (5 pM)Bildene er fra
samme sted pa samme prepa@atg D: PMA-stimulerte HKL merket med DHR (5 uM).
Bildene er fra samme sted pa samme preparat. @0étarrelse). Pil i figurene angir samme
celler pa de parvise preparatene.
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3.6.2. Torskeleukocytter

Ustimulerte leukocytter uten tilsatt DHR eller Piste verken grgnn eller rgd
fluorescens (negative kontroller). Ustimulerte PBY§ HKL tilsatt DHR (5uM) viste liten
grad av grenn RHO-fluorescens (Figur 41, A og B).dPeparater av PMA-stimulerte HKL
og PBL tilsatt DHR (5 uM), hadde noen celler hgy#uwerescensintensitet enn andre (Figur
41, C og D), og det var flere RHO-positive cellérgreparater med stimulerte enn ustimulerte
leukocytter. De sveert fluorescerende leukocyttexte = preparater av lakseleukocytter ble
ikke observert pa preparater av torskeleukocytter.

Pa preparater av torskeleukocytter tilsatt Pl, kafiiere celler som var stimulert med
PMA (0,1 pg/ml) en ragdfarget kjerne (Pl-positiveyigur 41 E), sammenlignet med
ustimulerte leukocytter der det var feerre tilfeler Pl-positive celler. Preparater med PI-
positive celler observert ved fluorescensmikroskgg@ammenlignet med fase-kontrast av
samme omrade ved hjelp av vanlig lysmikroskopitevit mange celler ikke var Pl-positive
(Figur 41 F).

Preparater av DHR- og PlI-tilsatte leukocytter keinkke analyseres for RHO-
fluorescens i det grenne filteret i fluorescenswskopet pad grunn av overlappende

fluorescensspekter mellom DHR og PI.
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Figur 41: Ustimulerte og stimulerte leukocytter fra torsk ketrmedDHR (5 uM) og PI (2
pa/ml). A og B: Ustimulerte HKL merket med DHR, 400x forstgrrel§€eog D: Stimulerte
HKL fra torsk tilsatt PMA (0,1 pg/ml) og DHR (5 uM§30x forstarrelseE ogF: Stimulerte
PBL fra torsk tilsatt PMA (0,1 pg/ml), DHR (5 uMpdPI (2 pg/ml), 630x forstarrelse. De
parvise preparatbilden@{B, C-D, E-F) fra fluorescensmikroskopi og lysmikroskopi, er av
samme omrade pa preparatene. Pilene angir de saetleee i de parvise preparatene.
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3.7. Analyse av respiratory burst aktivitet hos PBLog HKL fra laks og torsk

inkubert med F. philomiragia subsp.noatunensis

3.7.1. Lakseleukocytter

Etter 1 og 4 timer inkubering av PBL og HKL fra fakned og uterfr.philomiragia
subsp.noatunensisble et respiratory burst assay pa leukocytteeargimfart. Respiratory
burst aktivitet til ustimulerte og PMA-stimulerteukocytter inkubert bade med og uten
bakterier ble analysert ved flow cytometri. Redeltdra analysene er presentert i figur 42, og
fremstilt i tabell 11. Andel RHO-positive leukoogtt ble malt ut fra de DHR-tilsatte,
ustimulerte leukocyttene inkubert uten bakterie? RHO-positive celler tillatt).

Figur 42 viser at andel RHO-positive PBL er laversn andel RHO-positive HKL,
bade etter 1 og 4 timer inkubering med bakteriesURatene fra analyser av PBL, viser at
den prosentvise forskjellen pd PMA-stimulerte RH@3ifive leukocytter er sa vidt hayere i
prever inkubert i 1 og 4 timer med bakterier, ihld til PBL uten bakterieinkubering. Til
forskjell fra resultatene fra HKL, er det en hgyamdel RHO-positive PBL etter 1 time
inkubering enn etter 4 timer inkubering, bade megditen bakterieinkubering (Figur 42 A og
C).

Samtidig viser resultatene at en stgrre andel HKubert med-. philomiragiasubsp.
noatunensi®r RHO-positive sammenlignet med HKL inkubert ubakterier, bade etter 1 og
4 timer inkubering (Figur 42 B og D). Analyser visegsa at en hgyere prosentandel
bakterieinkuberte HKL er RHO-positive etter 4 timekubering, i forhold til etter 1 time
inkubering. HKL uten bakterieinkubering har ogsa leyere prosentandel RHO-positive
celler etter 4 timer enn etter 1 time inkuberinylARstimulerte HKL inkubert med bakterier
har en tydelig hgyere prosentandel RHO-positiveecenn prgver med HKL inkubert uten
bakterier (Figur 42 B og D).
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Figur 42: Flow cytometrianalyser av PBIA(og C) og HKL (B og D) fra laks inkubert uten
og med F. philomiragia subsp. noatunensis Representative FL1-histogrammer viser
fluorescensintensiteten til leukocytteeog B: PBL og HKL inkubert uten (US) og med (S)
F. philomiragiasubspnoatunensis 1 time.C ogD: PBL og HKL inkubert uten (US) og med
(S) F. philomiragia subsp.noatunensis 4 timer. Ustimulerte leukocytter, og leukocytter
stimulert med PMA (1 pg/ml), ble tilsatt DHR (5 pMiylow cytometrianalyse etter 30
minutter inkubering med DHR. De grgnne histogrankmegne angir prosentandel RHO-
positive leukocytter inkubert uten (US) og med ESphilomiragiasubspnoatunensis

Tabell 11 viser at ustimulerte leukocytter, badeLP&y HKL, inkubert utenF.
philomiragia subsp. noatunensis har lavere geometrisk middelverdi av fluorescens-
intensiteten (GMFI) enn de bakterieinkuberte, usterte leukocyttene etter 1 time
inkubering med bakterier. Etter 4 timer inkuberieg GMFI derimot hgyere hos de
ustimulerte leukocyttene uten bakterieinkuberingn e de ustimulerte bakterieinkuberte
leukocyttene.

PMA-stimulerte PBL og HKL inkubert uten bakterielliog 4 timer hadde hgyere
GMFI enn PMA-stimulerte leukocytter inkubert mé&d philomiragia subsp.noatunensis
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GMFI-verdiene malt pa bade ustimulerte og stimelétkL, inkubert uten og med bakterier i
1 time, var hgyere enn verdiene til PBL. De PMAwstierte PBL etter inkubering med og
uten bakterier i 4 timer hadde hgyere GMFI-verdien HKL med samme forsgksoppsett. De
ustimulerte PBL uten og med bakterieinkubering timer hadde derimot lavere GMFI-

verdier enn HKL med samme forsgksoppsett.

Tabell 11: Prosentandel RHO-positive PBL og HKL fra laks, apmetrisk middelverdi av
fluorescensintensiteten (GMFI) til de RHO-positoadlene. Inkuberti 1 (N=1)og 4 (N =1)
timer medF. philomiragia subsp.noatunensisUstimulerte og PMA-stimulerte leukocytter
tilsatt DHR (5 uM).

PBL Uten bakterier Med bakterier
Inkuberingstid 1 time 4 timer 1 time 4 timer
% RHO-positive, ustimulert 2 2 1 2

% RHO-positive, stimulert 7 3 9 4
GMFI, ustimulert 158 99 183 63
GMFI, stimulert 310 248 270 201
HKL Uten bakterier Med bakterier
Inkuberingstid 1 time 4 timer 1 time 4 timer
% RHO-positive, ustimulert 2 2 2 4
% RHO-positive, stimulert 26 58 34 90
GMFI, ustimulert 184 149 189 137
GMFI, stimulert 427 224 383 193

3.7.2. Torskeleukocytter

Prosentandel RHO-positive celler av de stimullentkocyttene inkubert uten bakterier,
og ustimulerte og stimulerte leukocytter inkubedd®. philomiragiasubspnoatunensisble
beregnet ut fra de ustimulerte leukocyttene inkubtsn bakterier (2 % RHO-positive celler
tillatt).

Figur 43 viser at bakterieinkuberte leukocytterd&a blod og hodenyre inkubert i 1
eller 4 timer, og stimulert med PMA (0,1 pg/ml),dda lavere prosentandel RHO-positive
celler enn de PMA-stimulerte leukocyttene inkubatén bakterier. Prosentandel RHO-
positive PBL og HKL var hgyere etter 1 time inkuhgrenn etter 4 timer inkubering uten og

med bakterier. Figur 43 viser ogsa at PMA-stimelé#KL inkubert uten og med bakterier
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hadde hgyere andel RHO-positive celler, enn PMAnderte PBL inkubert uten og med
bakterier, etter 1 og 4 timer inkubering.

De ustimulerte bakterieinkuberte leukocyttene hadiaeere prosentandel RHO-
positive celler enn den fastsatte grensen for Rid€tpe ustimulerte leukocytter uten
bakterieinkubering, pd 2 %. Eneste unntaket varbdkterieinkuberte ustimulerte PBL
inkubert i 1 time, der 5 % var RHO-positive. | pesvmed ustimulerte PBL inkubert med
bakterier i 4 timer, var 1 % av leukocyttene RHGipwe. Ustimulerte HKL hadde en

prosentandel RHO-positive celler pad 1 % etter letimkubering, og 2 % etter 4 timer
inkubering med bakterier.

— US.PBS 380, 5pMDHR

— US:0,1pg/mLPMA, 5uMDHR
— $:PBS380,5uMDHR

} 5 HKL — S:0,1pg/mL PMA, 5uMDHR

US: 28 %, S: 14 % US: 43 %, S: 23 %
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Figur 43: Flow cytometrianalyse av PBLA( og C) og HKL (B og D) fra torsk.
Representative FL1-histogrammer viser fluoresceessiteten til leukocyttene. Leukocyttene
ble inkubert i 1 A og B) eller 4 C og D) timer uten (US) og med (S) bakterién
philomiragia subsp.noatunensisUstimulerte og PMA-stimulerte prgver ble tilsBHR (5
uM). Flow cytometrianalyse etter 15 minutter inkibg med DHR. Grgnne
histogrammarkgrer angir prosentandel RHO-posigu&dcytter.
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Prosentandel RHO-positive ustimulerte og PMA-stiena leukocytter inkubert uten
og med bakterier, og den geometriske middelverdiefluorescensintensiteten (GMFI) til de
RHO-positive cellene, er fremstilt i tabell 12. GMFerdiene til PMA-stimulerte PBL og
HKL, inkubert bade med og uten bakterier i 1 odndet, var hgyere enn GMFI-verdiene til
de ustimulerte PBL og HKL inkubert uten og med kalkir. Samtidig hadde leukocyttene
inkubert uten og med bakterier en hgyere GMFI ditéme inkubering, sammenlignet med
GMFI-verdiene etter 4 timer inkubering uten og rbedterier.

PMA-stimulerte PBL inkubert uten og med bakteriet bg 4 timer, hadde hgyere
GMFI enn PMA-stimulerte HKL i samme forsgksoppsEttlA-stimulerte PBL inkubert med
bakterier hadde lavere GMFI etter 1 time inkuberindorhold til PMA-stimulerte PBL
inkubert uten bakterier i 1 time. Dette var ogdfelte ved 4 timer inkubering, men da var
differansen mellom GMFI-verdiene mellom de PMA-siierte PBL inkubert uten og med
bakterier lavere (Tabell 12). GMFI-verdiene til ioailerte PBL inkubert uten og med
bakterier viste samme mgnster, men verdiforskjellar mindre.

Ustimulerte HKL inkubert uten bakterier hadde veité 1 og 4 timer inkubering
lavere GMFI enn ustimulerte HKL inkubert med balderDette var ikke tilfelle for PMA-
stimulerte HKL inkubert uten bakterier, som haddsdre GMFI enn PMA-stimulerte HKL
inkubert med bakterier. Som for PBL hadde bademusgtrte og PMA-stimulerte HKL hgyere
GMFI-verdier etter 1 time enn etter 4 timer inkihgrbade uten og med bakterier.

Tabell 12: Prosentandel RHO-positive PBL og HKL fra torsk,gepmetrisk middelverdi av

fluorescensintensiteten (GMFI) til de RHO-positieekocyttene. Leukocyttene ble inkubert
uten og medr. philomiragiasubspnoatunensis 1 (N = 1) eller 4 (N = 1) timer. Ustimulerte

og PMA-stimulerte leukocytter ble tilsatt DHR (5 pMFlow cytometrianalyse etter 15
minutter inkubering med DHR.

PBL Uten bakterier Med bakterier
Inkuberingstid 1 time 4 timer 1 time 4 timer
% RHO-positive, ustimulert 2 2 5 1

% RHO-positive, stimulert 28 13 14 1
GMFI, ustimulert 199 136 162 131
GMFI, stimulert 1319 176 835 153
HKL Uten bakterier Med bakterier
Inkuberingstid 1 time 4 timer 1 time 4 timer
% RHO-positive, ustimulert 2 2 1 2

% RHO-positive, stimulert 43 30 23 14
GMFI, ustimulert 201 103 212 112
GMFI, stimulert 563 134 443 123
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4. Diskusjon

Leukocyttenes respiratory burst aktivitet spiller ektig rolle i nedbrytningen av
fagocytterte partikler, og er en viktig funksjodet uspesifikke immunforsvaret. Ved & merke
og male de ulike leukocyttenes evne til & produsevéfer som inngar i denne funksjonen,
ROS og RNS, er det mulig a kartlegge aktivitetérdéi ulike leukocyttene, og bestemme
deres rolle i den viktige prosessen med blant agliveinering av patogener.
| denne oppgaven ble respiratory burst aktivitédukocytter fra laks og torsk pavist ved
stimulering med PMA, merking med DHR, og pafglgentlew cytometrianalyser.
Metodeutprgvingen resulterte i en analyseprosedyre respiratory burst aktivitet i
leukocytter fra laks og torsk, med noen artsavhgagmodifikasjoner. Metoden gav

reproduserbare resultater, og ble vurdert som neleg

4.1. Respiratory burst assay for lakseleukocytter

Ved pavisning av respiratory burst aktivitet hosskleukocytter ble det utarbeidet et
standard respiratory burst assay, der cellene fdeststimulert med PMA (1 pg/ml) i 5
minutter far tilsetting av DHR (5 uM), og flow cyteetrianalyse ble utfart etter 30 minutter
inkubering. Stimulerte leukocytter tilsatt DHR dshgyere fluorescensintensitet enn DHR-
tilsatte ustimulerte leukocyttene. Gjennomsnitly+ 11 % av stimulerte PBL, og 27 + 14 %
av stimulerte HKL var RHO-positive i forhold til destimulerte leukocyttene.

| utarbeidelsen av respiratory burst assayet bidatsgkt flere inkuberingstider med
DHR pa 15, 30, 45 og 60 minutter far flow cytomaialyse. Ved flow cytometrianalyse etter
15 minutter inkubering sa det ikke ut til at regpiry burst hos leukocyttene hadde blitt
aktivert i samme grad som ved senere analysetitépWed 30 minutter inkubering ble de
RHO-positive stimulerte cellene mer avgrenset #aRHO-negative i FL1-histogrammene,
enn etter 45 og 60 minutter inkubering. Dette iedék at skillet mellom RHO-positive og
RHO-negative celler blir mindre ved lengre tids ubkring. | tillegg var prosentandelen
RHO-positive celler hgyere bade for PBL og HKL etB® minutters inkuberingstid med
DHR enn ved senere maletidspunkt. ResultatenedfraiButters inkuberingstid stemmer godt
overens med resultater fra studier med bruk av Pilwulering og DHR-merking pa andre
fiskearter som gullfisk . auratu3 (Katzenback and Belosevic, 2009), regnbuegi@et (
mykis3 (Staffordet al, 2001) og havkarus$(auratd (Ortuiioet al, 2000).
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Flow cytometrianalyser viste at ustimulerte leuktmy tilsatt DHR hadde
fluorescensintensitet som gjorde de synlige i Flstdgrammet ved de anvendte
instrumentinnstilingene. Samtidig ble de ustimtdeleukocyttene tilsatt DHR mer RHO-
positive (fluorescerende) jo lenger de ble inkub&itlen alle celler til en viss grad har
fagocyttisk aktivitet hos pattedyr (Aderem and Unindle 1999), er det mulig at en liten andel
DHR blir oksidert til fluorescerende RHO i alle kacyttene hos fisk. | tillegg kan
fluorescensen hos de ustimulerte DHR-tilsatte leyi#tene indikere at DHR ogsa blir
omdannet til fluorescerende RHO ved andre stimutiellene enn PMA. Det er ogsa mulig at
DHR autooksideres til RHO ved eksponering for ligft og temperaturer over -20 °C
(Invitrogen, 2009c).

Ideelt sett skulle de RHO-negative lakseleukocgtende PMA-stimulerte DHR-
tilsatte prgvene, vist samme fluorescensintensivet de ustimulerte DHR-tilsatte pragvene.
Dette var ikke tilfelle. Stgrstedelen av de PMAwsilerte DHR-tilsatte leukocyttene
karakterisert som RHO-negative celler, la ofte hegere enn de ustimulerte leukocyttene i
FL1-histogrammene. Dette tyder pa at PMA har enwiikning pa alle leukocyttene. En
annen mulighet er at celler som har blitt stimulavt PMA, frigjer cytokiner og andre
humorale stoffer som aktiverer de andre cellereukdcyttsuspensjonen. Siden alle celler i
pattedyr til en viss grad har fagocyttisk aktivil@derem and Underhill, 1999), er det mulig
at ogsa alle celler fra fisk kan stimuleres til t&ue en begrenset hgyere respiratory burst
aktivitet. Dermed vil disse cellene ogsa bli noer IReIO-positive enn de ustimulerte DHR-
tilsatte leukocyttene.

| tidligere studie utfart av Egenberg (2006) blé pl@vd ut to fluorescerende markarer
for respiratory burst aktivitet hos leukocytter fraaks; chlorometyl-2’,7'-
dichlorodihydrofluorescein diacetate (CMJIPICFDA), og 2’,7’-dichlorodihydrofluorescein
diacetate (HDCFDA). Ved flow cytometrianalyser av HKL fra laksimulert med PMA (1
pg/ml) og tilsatt disse markagrene, viste cellenéevende grad av fluorescensintensitet
(GMFI). PMA-stimulerte HKL tilsatt CM-HDCFDA viste lavere GMFI-verdier
sammenlignet med PMA-stimulerte HKL tilsatbBACFDA. | det studiet ble det derimot
foreslatt & prave DHR som markgr, i stedet for CADEFDA og HDCFDA. GMFI-
verdiene til de DHR-tilsatte PMA-stimulerte HKL d®BL fra laks i forsgk utfart i denne
oppgaven viste en jevn gkning med tid. GMFI malcplene inkubert med CM4BCFDA
og HLDCFDA ble beregnet ut fra alle analyserte celleravene. GMFI til de DHR-tilsatte
leukocyttene i denne oppgaven ble beregnet ut fum kle RHO-positive cellene.

Sammenligning av disse verdiene er derfor ikke gautien som for leukocyttene tilsatt CM-
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H,DCFDA og HDCFDA i studiet av Egenberg (2006), gkte GMFI 8l DHR-tilsatte, RHO-
positive cellene over tid. Flow cytometrianalyst#ee30, 45 og 60 minutter viste at GMFI til
de RHO-positive cellene gkte med inkuberingstideette stemmer ogsa med funn i forsgk
med havkarussS[ auratd (Ortufio et al, 2000), der fluorescensintensiteten til PMA-
stimulerte DHR-merkede HKL gkte jevnt fra tid Ogiste maling ved 60 minutter. @kningen
av GMFI til de RHO-positive leukocyttene kan komeneen akkumulering av fluorescerende
RHO i cellene (Crow, 1997).

| denne oppgaven ble GMFI til de RHO-positive lecjttene malt for a angi
aktivitetsgraden til de respiratory burst aktivertdlene. En annen mulighet er 8 male GMFI
til alle leukocytter malt i flow cytometrianalyseRa denne maten kan den samlede GMFI-
verdien til de ustimulerte leukocyttene tilsatt DHfammenlignes med den samlede GMFI-
verdien til de PMA-stimulerte leukocyttene tils@HR. Hvilken metode som er best for
beregning av graden av respiratory burst aktivileukocyttene, er vanskelig & avgjgre, og
kan variere mellom forsgk. | noen forsgk med flotometrianalyser av de ustimulerte DHR-
tilsatte leukocyttene, 1a cellene i en samlet tefip i fluorescenshistogrammet, samtidig som
de stimulerte DHR-tilsatte cellene fordelte segvaje to delte topper. Toppen med hgyest
fluorescens var ofte mindre enn den med lavererdkmens. Celletoppen av stimulerte
leukocytter med hgy fluorescens, 1& hgyere ennudéimulerte celletoppen, mens den andre
celletoppen 1a lavere enn den ustimulerte cellezapp slike tilfeller vil det beste trolig veere
a beregne GMFI av kun cellene som er RHO-positigecelletoppen med lav fluorescens vil
dra gjennomsnittet for alle de PMA-stimulerte cedlened. | forsgk der celler i ustimulerte og
stimulerte praver tilsatt DHR ligger samlet i cedigper som ikke varierer mye fra hverandre i
fluorescenshistogrammene, vil det trolig veere rhesisiktsmessig & sammenligne GMFI fra
alle cellene i de to pravene. Det er ogsa muligate geller ut fra dot plot for & studere
bestemte cellepopulasjoner. Slike analysebeartseidelil kunne gi informasjon om ulike
cellepopulasjoners respiratory burst aktivitet.

| dette studiet var prosentandel RHO-positive HKh faks, og GMFI-verdiene,
hayere enn for PBL ved alle méletidspunktene. Aenalil dette kan veere en hgyere andel
fagocytterende leukocytter i hodenyre enn i blod lads (Petterseet al, 2000;Rgnnesetét
al., 2006).

Resultater fra standard forsgksoppsettet av reéepjraurst assay for lakseleukocytter
fra ulike individer viste relativt store forskjetlerespiratory burst aktiviteten og andel RHO-
positive leukocytter. | tillegg var plasseringet die DHR-tilsatte leukocyttene i FL1-

histogrammer ofte noe forskjellig fra fisk til fisrsakene til disse individuelle forskjellene
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kan veere mange og komplekse, og ma regnes med lsmmtrallerbare variabler i respiratory

burst assay.

4.2. Respiratory burst assay for torskeleukocytter

Det ble utarbeidet et standard forsgksoppsett pinasry burst assay for
torskeleukocytter, der PBL og HKL ble tilsatt PMA,1 pg/ml) 5 minutter far tilsetting av
DHR (5 pM), og videre inkubert i 15 minutter fgol cytometrianalyse. Prosentandel RHO-
positive celler var gjennomsnittlig 17 £ 8 % i PBg 26 £ 7 % i HKL.

Tidlig i forsgksperioden matte konsentrasjonerP&A nedjusteres fra 1 pg/ml, til
0,1 pg/ml, pa grunnlag av en betydelig celledgdbivpne. Til tross for at en del celler sa ut til
a veere dgde ogsa ved en konsentrasjon pa 0,1 ppfmiene, seerlig HKL, var antall RHO-
positive celler hgyere enn ved en PMA-konsentragidnl pg/ml i prgvene. Prosentandel
RHO-positive celler gikk derimot noe ned etter elleane ble gatet. Dette indikerer at en del
av de dade cellene ogsa var RHO-positive. Vedttiilgeav lavere PMA-konsentrasjoner pa
0,01 og 0,001 pg/ml i pravene, gikk prosentand®etO-positive leukocytter ned i forhold
til en PMA-konsentrasjon pa 0,1 pg/ml. Samtidigrenikke antall celler gatet som levende i
FSC/SSC dot plotene seg nevneverdig i forholdntiP&®A-konsentrasjon pa 0,1 pg/ml. Dette
viser at torskeleukocytter er sveert sensitive fdAPog celledad induseres fort, og er synlig i
scatter plot innen 30 minutter.

Ved stimulering av HKL med PMA-konsentrasjon pa 1g/ml var
fluorescensintensiteten til de RHO-positive celléaeere enn ved stimulering med PMA-
konsentrasjon pa 0,1 pg/ml. Dette stemmer overeed studier av leukocytter fra hund
(Eickhoff et al, 2004), da det ble antydet at hgye konsentrasjaned?MA hadde negativ
effekt pa fagocytosekapasiteten og fluorescensiitisten til PMA-stimulerte leukocytter,
sammenlignet med leukocytter stimulert med lavévidonsentrasjoner.

Fluorescensintensiteten til PBL og HKL stimulertdr@01 og 0,001 pug/ml PMA var
ogsa lavere enn ved en PMA-konsentrasjon pa 0,mluigpravene. Dette antyder at disse
konsentrasjonene var for lave til at cellene klarfgodusere like store mengder ROS og RNS
som ved stimulering med PMA-konsentrasjon pa 0/injiig

Da torskeleukocyttene viste seg a veere sveert sengir PMA, ble POLY I:C og
LPS prgvd ut som stimulanter for & aktivere respisaburst aktiviteten. Etter tilsetting av
stimulant og DHR, og péafalgende flow cytometriasalyetter 30 minutter inkubering, viste

resultatene at tilneermet ingen av cellene var Rl@€tpe. Dette kan komme av at
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leukocyttene trengte lengre stimuleringstid med PQIC og LPS i forhold til PMA, at
konsentrasjonene var for lave, eller at POLY |:CL&RS ikke stimulerte respiratory burst
aktivitet i leukocyttene.

Lengre inkuberingsperioder med POLY I:C og LPS, tayere og hgyere
konsentrasjoner, har veert brukt i tidligere studaer leukocytter fra torsk (Steiret al,
1998;Seppolaet al, 2007). En lenger inkuberingstid i respiratory diusssayet hadde hatt
negativ innvirkning pa cellekvaliteten i prgvene ldakocyttene er suspendert i PBS 380, i
tillegg til at det hadde fatt praktiske konsekvensed bruk av assayet i andre forsgk.
Samtidig viste resultatene ved stimulering med PQI(Y og LPS at prosentandelen RHO-
positive celler var mye lavere enn ved PMA-stimuigr Dette kan komme av at POLY [.C
og LPS ikke stimulerer produksjonen av ROS og RN&mnme grad som PMA.

POLY I:C kan stimulere produksjon av cytokinet INFF{eukocytter fra laks og torsk.
INF-y er kjent for & pavirke det uspesifikke og spekdikmmunsystemets antivirale og
antimikrobielle funksjoner, og aktiverer blant ahnmmakrofager (Furnest al, 2009).
Grunnen til at det ikke ble sett en gkning i RHGipwe leukocytter ved stimulering med
POLY I:C, kan veere at POLY I.C-stimulert produksjawn INF+ ikke hadde kommet igang
tilstrekkelig i lgpet av inkuberingsperioden til aktivere respiratory burst aktivitet hos
leukocyttene. Det samme er trolig tilfelle ved LBt8nulering av torskeleukocyttene. LPS er
kient for & stimulere fagocyttisk aktivitet hos keaytter via TLR4-binding av LPS pa
celleoverflaten til fagocytter. Videre frigir de takerte fagocyttene cytokiner som aktiverer
flere fagocytter. For at denne aktiveringen skalslghliggjort gjennom et respiratory burst
assay, er leukocyttene trolig avhengig av leng&uberingstid far tilsetting av DHR og
pafglgende flow cytometrianalyse. Det at bade PQI(Y og LPS er avhengig av lengre
inkuberingsperioder, og at effekten pa stimuleangespiratory burst aktivitet i leukocyttene
er usikker, gjgr PMA til en mer hgvelig stimulant aespiratory burst aktivitet hos
torskeleukocytter i assayet utviklet i denne opgav

| standard forsgksoppsettet av respiratory bursayapa torskeleukocytter stimulert
med PMA og tilsatt DHR, viste resultater etter 15numter inkubering med DHR at
prosentandel RHO-positive celler var hgyere i HRB & 7 %) enn i PBL (17 £ 8 %). Etter
30 minutter inkubering med DHR, var prosentandelCRpbsitive celler 25 = 7 % i HKL, og
20 + 15 % i PBL. P& bakgrunn av den lavere proselei@n RHO-positive HKL, og det hagye
standardavviket i prosentandel RHO-positive PBEreB0 minutter inkubering, ble det valgt

en inkuberingstid pa 15 minutter etter DHR-tilsggtfar flow cytometrianalyse.
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Den lavere prosentandelen RHO-positive HKL ettekubering med DHR i 30
minutter, i forhold til inkubering i 15 minutterak komme av cellene stimulert med PMA
allerede hadde reagert og blitt RHO-positive ett®& minutter inkubering. Det hgye
standardavviket i RHO-positive PBL etter 30 minutiekubering kommer trolig av
individforskjeller, der en del av cellene i pragveing enkelte individer ble overstimulert og
dgde, mens leukocytter i PBL fra andre individétet&timulering bedre. | de prgvene der
cellene ble overstimulert, ble de dgde cellenetdatet og ikke tatt med i beregningen av
andel RHO-positive respiratory burst aktiverte @elll de pravene der cellene talte
stimuleringen bedre, ble store deler av cellepajoien av PBL gatet, og flere celler ble tatt
med i beregningen av prosentandel RHO-positiveecelDisse resultatene tyder pa at
torskeleukocytter blir pavirket av en PMA-konsesjoa pa 0,1 pg/ml, og at en
inkuberingstid pa 15 minutter etter DHR-tilsettimigbest egnet.

De RHO-negative PMA-stimulerte leukocyttene fraskola seg i FL1-histogrammene
pa samme fluorescensintensitet som de ustimuletiene tilsatt DHR. Dette kan bety at det
ikke forekommer, som for laks, celler som bare @eblir stimulert og er lavt RHO-positive
etter DHR-tilsetting. Siden en del av de PMA-stierteé DHR-tilsatte cellene ligger like langt
nede pa FL1-histogrammene som de ustimulerte egllkan det tenkes at disse cellene
mangler evne til respiratory burst aktivitet, ogdat derfor ikke kan danne ROS eller RNS
som oksiderer DHR til fluorescerende RHO.

4.3. Kontrollforsgk i utarbeidingen av respiratory burst assay for leukocytter fra
laks og torsk

Ustimulerte leukocytter fra laks og torsk utenaitsDHR, kunne ikke sees i FL1-
histogrammer ved samme instrumentinnstillinger sa® ustimulerte og stimulerte
leukocyttene tilsatt DHR. Dermed pavirket ikke ewmfl autofluorescens fra cellene
analysene av fluorescensen i RHO-positive leukecy®Resultater fra kontrollforsgk viste i
tillegg at tilsetting av PMA alene ikke medfgrtedtescensgkning hos leukocyttene. Dermed
kan det slas fast at verken cellene, eller tilPA#A, hadde fluorescerende egenskaper som
feilaktig kunne tolkes som RHO-fluorescens.

| falge van Pelet al. (1996)er H,0O, hovedmetabolitten ved oksidasjon av DHR. Ved
tilsetting av HO; til praver med DHR gkte fluorescensen til cellémaftig i forhold til de
ustimulerte leukocyttene tilsatt DHR. Samtidig eztidplasseringen til leukocyttene seg i

scatter plotene ved tilsetting ay®. Det er godt mulig at en del av cellene, som vah av
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FSC) og granuleere (hgy SSC), var dgde, dat . (1997) rapporterte atJd, kan indusere
apoptose hos fagocytter. Leukocyttene i kontradifdeet ble kun brukt til & verifisere ap®h
oksiderte DHR til fluorescerende RHO som kunne ldetes ved flow cytometrinalyse, og
cellekvaliteten og den endrede scatter plasserihgeide ikke noe & si i det positive DHR
kontrollforsgket.

En del av de stimulerte leukocyttene i dgOpttilsatte prgvene viste kun noe hgyere
fluorescens enn de stimulerte leukocyttene kumttiBHR. Arsaken til dette kan veere at
oksidasjon av DHR til fluorescerende RHO er avhgray katalyse ved myeloperoksidase
(Wardman, 2007), og at tilgjengeligheten til myadogksidase var lav. | tillegg kan den
delvise gkte fluorescensintensitet i cellene komsoen folge av mangel pa reagenser
tilgjengelig i lasningen. Dermed vil fluorescensimsiteten bli lavere pa grunn av mindre
oksidasjon av DHR til RHO, forarsaket av mangel MRO, HO, eller DHR, eller en
kombinasjon av dette. Ustimulerte leukocytter besk uten DHR, kun tilsatt ¥#D,, hadde en
noe hgyere fluorescens enn cellene i den negatw&rdtlen uten tilsatt reagenser. Denne
fluorescensintensiteten var riktignok mye lavere doorescensintensiteten til leukocytter
tilsatt bare DHR, eller DHR og J#,. De samlede resultatene fra kontrollforsgk med
leukocytter tilsatt HO, og DHR, viser at DHR i leukocyttene oksideres sierkt
fluorescerende RHO ved,8,.

Ved tilsetting av DPI i prgver med leukocytter feks og torsk far respiratory burst
assay, ble fluorescensintensiteten til leukocyttéetere enn prgvene uten DPI tilsatt, og
tilneermet lik de ustimulerte DHR-tilsatte leukoeyte. DPI er kjent for & hemme enzymene
NADPH oksidase og NO syntase, som er ngdvendigannelsen av ROS og RNS i
respiratory burst reaksjonen. Nar produksjonen aD,Hog ONOO blir hemmet i
leukocyttene, skal heller ikke DHR kunne oksidereffuorescerende RHO. Resultatene viste
at DHR-oksidasjonen til RHO ble hemmet av DPI. H#dbvis 5 og 3 % av DPI-tilsatte,
PMA-stimulerte PBL og HKL fra laks, og 3 og 0,2 % BPI-tilsatte, PMA-stimulerte HKL
og PBL fra torsk, var RHO-positive. Samtidig var llm@ 20 og 25 % av de uhemmede,
stimulerte leukocyttene RHO-positive. Disse proaedelene stemmer overens med resultater
fra studier utfgrt av Rinaldt al. (2007), som viste at 98 % av RHO-fluorescenseRMIA-
stimulerte leukocytter fra pattedyr ble hemmet &4.D

Respiratory burst aktiviteten i PBL ble mer hemmeDPI enn i HKL, bade hos laks
og torsk. Dette kan komme av at leukocytter i dtatt sett er uaktiverte, mens leukocytter i

hodenyre pa forhand kan veere mer aktiverte og dtme en lagret mengde ROS og RNS
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som kan oksidere DHR til RHO, til tross for hemmaag NADPH oksidase- og NO syntase-
enzymene med DPI.

Dgde celler i de stimulerte og ustimulerte leukgmytvene fra laks og torsk ble
merket med PI, og flow cytometri resultatene blensenlignet med CASY-malinger.
Prosentandel dgde celler merket av Pl og malt leed dytometri, og malt i CASY celleteller,
samsvarte godt, med noen fa prosent i forskjellirbat er det viktig & merke seg at andel
levende celler i de ustimulerte prgvene var oftest hgyere enn i de stimulerte. Det er
tidligere vist at respiratory burst aktivitet karerhkalle celleded (Laskagt al, 2008). Det
ogkte antallet dgde celler i PMA-stimulerte pregw&erlig hos torsk, kan muligens forklares

med at stimuleringen induserer celledad.

De samlede resultatene av kontrollforsgkene samsvaed teorien om at PMA
stimulerer produksjonen av NADPH oksidase og medfgroduksjon av ROS og RNS, og at
DHR blir oksidert tii RHO ved bD,. Denne oksidasjonen kunne hemmes av DPI. Pa
bakgrunn av disse slutningene kan det videre kalgkks med at DHR er en godt egnet
markar i assayet for pavisning av respiratory baksivitet hos leukocytter fra laks og torsk.
Et kontrollforsgk der DHR ble tilsatt celler somlgent & mangle respiratory burst aktivitet
burde veert giennomfart. Eksempel pa slike celleT@rceller, som er en cellelinje med
opphav i leukocytter fra hodenyre hos laks (Pettees al, 2008). Ved & gjennomfare et
respiratory burst assay pa TO-celler ville det vamrtig & se hvordan DHR-tilsatte celler, som
teoretisk sett skal veere helt RHO-negative, plasssrg i FL1-histogrammene. Dersom TO-
celler tilsatt DHR avgir hgyere fluorescens ennk&amytter uten tilsatt DHR, kan dette
indikere at DHR kan oksideres til RHO ved andrekBjoner i cellene enn respiratory burst.
Grunnet praktiske begrensninger pa laboratorieebklikt negativt DHR kontrollforsgk ikke

utfart i denne oppgaven.

4.4. Sammenligning av respiratory burst aktivitet fos leukocytter fra laks og

torsk

Prosedyren utarbeidet for pavisning av respiratmryst aktivitet i lakseleukocytter
viste seg, med visse modifikasjoner, a veere anVigndgsa pa leukocytter fra torsk. |
optimaliseringen av respiratory burst assay forkdeytter fra laks og torsk var det to

forskjeller som skilte forsgksoppsettene; konsepreen av PMA ved stimulering av
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leukocyttene og inkuberingstid fra tilsetning av RHtid 0) frem til flow cytometrianalyse.
Lakseleukocyttene ble stimulert med en PMA-konsespdn (1 pg/ml) ti ganger hgyere enn
torskeleukocyttene (0,1 pg/ml). Samtidig matte éddiskocyttene inkuberes dobbelt sa lenge
(30 minutter) som torskeleukocyttene (15 minuttetier tilsetting av DHR, for & oppna
hgyest prosentandel RHO-positive, gatede PBL og HKL

Det er vist at torsk, sammenlignet med laks, hangiende eller sveert lav produksjon
av spesifikke antistoffer, og manglende prolifevaspv antistoffproduserende celler, etter
stimulering med antigen ved vaksinering (Rgnnesttlal, 2007;Alvarez-Pellitero, 2008).
Dette medfarer trolig at torsk benytter det uspldsif immunsystemet i bekjempelsen av
infeksjoner i stgrre grad enn atlantisk laks. $teir al. (1998) fant at leukocytter fra torsk
hadde lavere respiratory burst aktivitet enn arfbleearter, deriblant atlantisk laks, mens
Nikoskelainenret al. (2006)fant at torsk hadde dobbelt sa hgy respiratorytkaktvitet som
regnbuegrret @. mykisy Resultater i denne oppgaven viser at leukocyfti@rtorsk har
tilneermet samme respiratory burst aktivitet sonkdeytter fra laks, der respiratory burst
aktiviteten hos PBL og HKL fra torsk var henholdsgiennomsnittlig 5 % og 1 % lavere enn
PBL og HKL fra laks.

Samtidig viser resultater fra flow cytometrianalyseespiratory burst assay at GMFI-
verdiene til RHO-positive PBL fra laks var lavereamanenlignet med PBL fra
torskeleukocytter. GMFI til RHO-positive HKL fraKka er derimot hgyere enn til HKL fra
torsk. Dette indikerer at respiratory burst aktigePBL fra laks har lavere reaktivitet (GMFI)
enn PBL fra torsk, mens HKL fra laks har hgyeregirasory burst reaktivitet enn HKL fra
torsk. Ved en infeksjon vil patogener farst veelstdade i blod far de transporteres til organer.
Fordi det uspesifikke immunsystemet hos torsk grapiller en mer sentral rolle enn det
spesifikke, vil det derfor vaere sannsynlig at lexjkter hos torsk viser en hgyere respiratory
burst aktivitet i blod enn i hodenyre, for a ragkasllig fierne patogener. Immunforsvaret hos
laks baseres mer pa det spesifikke immunsystengegliminering av patogener fra vev er
trolig en viktig prosess hos laks.

Det at immunforsvaret hos torsk trolig baseres pdeden uspesifikke i forhold til den
spesifikke delen, kan i tillegg forklare den gkteddligheten ved PMA-stimulering av
leukocyttene fra torsk, sammenlignet med laks. ifiredagerer leukocytter i det uspesifikke
immunforsvaret hos torsk kraftigere ved stimuleramn hos laks. Som tidligere nevnt kan
respiratory burst aktivitet indusere celledad (lagskt al, 2008), og dette kan forklare det
gkte antallet dgde celler i malinger av PMA-stinmidleorskeleukocytter i forhold til PMA-

stimulerte lakseleukocytter.
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Det at respiratory burst aktivitet hos torskeleyktsr kan analyseres ved flow
cytometri etter kortere inkuberingstid med DHR deokocytter fra laks, samsvarer med
tidligere studier av respiratory burst hos torskk@eytter, beskrevet av Whyte (2007), som
indikerte at torskeleukocytters respiratory burktivitet stimuleres raskere enn i andre
fiskearter.

Siden forsgksoppsettene var teknisk like for prevdra laks og torsk, med
pragveuttaking og isolering av leukocyttene pa lidtey og hver inkubering ble utfart i
romtemperatur i magrke med vipping, kunne ikke figéne i resultatene forarsakes av ulik
handtering av cellene.

| respiratory burst assay pa lakse- og torskeleytkec kunne antall RHO-positive
leukocytter, og fluorescensintensiteten avvike fraeindivid til individ. Dette gjenspeiles i
standardavvikene til beregninger av gjennomsnittligsentandel RHO-positive leukocytter
fra flow cytometrianalysene. | fglge Kaplat al. (2008) varierer ROS-produksjonen til
sebrafisk Danio rerio) gjennom dagnet. Trolig kan dette ogsa veereltlfigir leukocytter fra
andre fiskearter som torsk og laks, noe som karahitia forklare variasjoner i respiratory
burst aktiviteten til leukocytter fra ulike indived.

Laks og torsk er systematisk klassifisert i to @li&verordener, Protacanthopterygii
(Moyle and Cech, 2004b) og Paracanthopterygii (Mayhd Cech, 2004a), i undergruppen
Euteleostei av beinfisker (gruppen Teleostei). ®egjenspeiler at laks og torsk ligger langt
fra hverandre i den evolusjonaere utviklingen, no® ®gsa forklarer hvorfor leukocytter fra

laks og torsk ikke har de samme fysiologiske egapeske.

4.5. Karakterisering av RHO-positive leukocytter

Ved fluorescensmikroskopi ble det pa preparatedldiR-tilsatte leukocytter observert
RHO-positive leukocytter, og det ble bekreftet &ndyrenne fluorescensfargen var jevnt
spredt i leukocyttene, og ikke begrenset til daleicellene. Det ble ikke observert forskjell i
flurescensgradene mellom preparater av PBL og HKL.

| preparater av PMA-stimulerte DHR-tilsatte laksidecytter hadde noen RHO-
positive leukocytter sveert sterk fluorescensintensiforhold til andre RHO-positive. Dette
var ikke tilfelle for preparater av PMA-stimulertBHR-tilsatte torskeleukocytter, der
fluorescensintensiteten var relativt jevn hos deCRpbsitive cellene. Paviste profesjonelle
fagocytterende celler hos laks og torsk er ngyeaianulocytter, og monocytter i blod eller

makrofager i hodenyre. Siden de sterkt fluoresaamllene kun var til stede i preparater av
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leukocytter fra laks, og ikke torsk, er det muligdette er celler med et hgyere respiratory
burst aktivitetsniva som ikke finnes hos torsk.

B-lymfocytter fra fisk har vist seg a ha effektifsgocytterende evner (2007), men det
er ennd uklart om disse cellene har respiratorgttaktivitet. Respiratory burst aktivitet ved
NCC-indusert drap av malceller hos fisk er ikkeip{Secombes, 1996), men det er diskutert
om NCC, NK-celler og cytotoksiske T-lymfocytter hagranzymer som inneholder
cytotoksiske stoffer (Praveeat al, 2006). Disse cellene er vist a blant annet std fo
eliminering av kreftceller og virusinfiserte cellbAde hos pattedyr og fisk (Conner al,
2009), men om de benytter seg av respiratory laktstitet i denne prosessen, og i hvor stor
grad de finnes hos fisk, er uvisst.

| forsgk pa a finne hvilke celletyper som var RH@sitive i cytospinpreparatene av
PMA-stimulerte, DHR-merkede lakseleukocytter, bé fbrsgkt & montere preparatene med
DAPI monteringsmedium (Invitrogen) for & merke ekjernene. Cellekjernene ble da merket
bld med DAPI, men den granne RHO-fluorescensenelekk av cellene og RHO-positive
celler kunne ikke detekteres. Montering med DAPirke derfor ikke brukes og det var ikke
mulig & undersgke videre hvilke ulike celletypemsaoar RHO-fluorescerende ut fra
mikroskopi.

Ved flow cytometrianalyser av PMA-stimulerte DHi&#tte leukocytter fra laks, var
det to typer RHO-positive cellepopulasjoner i PBRG/SSC dot plot, og en stor RHO-positiv
cellepopulasjon i HKL FSC/SSC dot plot. Den ene Rptf3itive cellepopulasjonen i scatter
plotet med PBL bestod av forholdsvis sma (lav F8@)ite granulzere (lav SSC) celler, og
kan derfor veere lymfocytter, NCC, eller monocytietidlig utviklingsstadier. Den andre
cellepopulasjonen i samme dot plot bestod av stag FSC) og sveert granuleere celler (hgy
SSC), og var sannsynligvis ngytrofile granulocyt@en store cellepopulasjonen av RHO-
positive HKL i dot plot var varierende i stgrrelsg granularitet, og bestod trolig av ulike
celletyper, som ngytrofile granulocytter og makgefa Fordelingen av RHO-positive
lakseleukocytter i scatter plotene samsvarer meithere angitte verdier av prosentandel
ngytrofile granulocytter i PBL (36 %) (Pettersehal, 2000) og HKL (78 %) (Rgnneseth
al., 2006) hos laks.

Ved flow cytometrianalyser av PMA-stimulerte DHRs#tte PBL og HKL fra torsk la
de RHO-positive leukocyttene seg i to populasjanéot plotene. Begge de RHO-positive
PBL cellepopulasjonene var sveert granuleere (hgy).SBEn ene populasjonen bestod
derimot av relativt store celler (hgy FSC), mememn andre populasjonen var cellene sveert

sma (lav FSC). De sma cellene som i forsgk med étkimg viste seg a vaere dade, ble gatet
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bort og ble ikke tatt med i beregningen av prosaed RHO-positive celler i pravene. Den
andre populasjonen var antakelig en blanding akeutielletyper, men bestod trolig mest
ngytrofile granulocytter, som i studier av Rgnniesstal (2007) er vist & utgjare 84 % av
PBL hos torsk.

Scatter plot av HKL viste at de RHO-positive cedlemgsa her enten var sveert sma
(lav FSC) eller relativt store (middels FSC). Dedsoellene var sveert granuleere (hgy SSC),
og i forsgk med Pl-merking viste disse cellene&egere dade. De dade cellene ble gatet bort
og ikke tatt med i analyse av prosentandel RHOtpesceller. Populasjonen med de starre
cellene var noe granuleere (middels SSC), og basttig mer av makrofager enn ngytrofile
granulocytter sammenlignet med analyser av PBLs®isesultatene stemmer godt med
studier utfart av R@nneseth al. (2007), som paviste ulike typer leukocytter i hogtenhos

torsk, og viste at 48 % er ngytrofile granulocytter

4.6. Hvor gar grensen mellom RHO-negative og RHO-itive leukocytter?

For & angi prosentandel RHO-positive celler i PMitmslerte praver med leukocytter
fra laks og torsk tilsatt DHR, ble fluorescensirsiégten til stimulerte celler sammenlignet
med ustimulerte celler tilsatt DHR. En tillatt gsenpa 2 % RHO-positive celler ble satt for de
DHR-tilsatte ustimulerte prgvene, da det ble araathoen leukocytter (2 %) ble stimulert
under isolering og preparering av prgvene, vedeksempel bevegelse, pipettering, eller
kontakt med overflater (egenstimulering). Lignem@eegninger av RHO-positive leukocytter
i ustimulerte prgver er blitt gjort i tidligere slier utfart av Greyferet al. (2008) og
Katzenback og Belosevic (2009). Hvorvidt en tillptbsentandel pa 2 % er den optimale
grenseverdien for beregning av stimulerte cellprdvene uten PMA tilsatt, er vanskelig a
vite. Ved & sette markaren som angir de RHO-peasildukocyttene pa mindre enn 2 %,
risikerer en & utelate RHO-positive PMA-stimulettaikocytter fra resultatene. Dersom
markaren settes til & beregne en hayere andel Ri$iye egenstimulerte leukocytter, kan
en risikere & overestimere andel RHO-positive celle

Nar markgren settes for beregning av RHO-positaliecbar det ogsa tas hensyn til
fluorescenshistogrammene (FL1-histogrammene) tiflal@ cytometrianalyserte ustimulerte
og PMA-stimulerte DHR-tilsatte leukocyttene. Ders@n sveert fluorescerende celletopp
distinkt skiller seg ut fra en lavere fluoresceremlletopp, kan det stilles spgrsmal ved om

grensen mellom de RHO-positive og RHO-negative dmites i overgangen mellom de to
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celletoppene. Dersom de ustimulerte DHR-tilsattd&deyttene ligger lavere enn den laveste
celletoppen til de PMA-stimulerte leukocyttene, e regnes med en prosentandel pa 2 %
RHO-positive celler, kan en risikere & beregne ansfor andel RHO-positive leukocytter i
den stimulerte prgven.

Individuelle forskjeller mellom fisk kan ogsa bidiia gi ulike resultater i maling av
respiratory burst aktivitet i leukocyttene, og g@rensesettingen for RHO-negative og RHO-
positive celler utfordrende. | utfgrelsen av epiegtory burst assay er det derfor viktig & veere
ngyaktig og konsekvent i gjennomfaringen av forsekeor a pa best mulig mate unnga
forskjeller i resultatene. | tillegg ma det kommiark frem hvordan og pa hvilket grunnlag

grensen mellom de RHO-positive og negative celldmesatt.

4.7. Respiratory burst aktivitet hos leukocytter fra laks og torsk inkubert medF.
philomiragia subsp.noatunensis

Leukocytter fra laks og torsk ble inkubert med leaikin F. philomiragia subsp.
noatunensis 1 time og 4 timer fgr analyse av respiratory batgivitet. Resultatene indikerte
at F. philomiragiasubsp.noatunensisaker respiratory burst aktiviteten hos lakseleykec,
mens aktiviteten hos torskeleukocytter hemmes.

De bakterieinkuberte PMA-stimulerte leukocyttenea ftaks hadde en hgyere
prosentandel RHO-positive celler enn de stimuléeté&kocyttene uten bakterieinkubering.
Dette tyder pa af. philomiragia subsp.noatunensistimulerer respiratory burst reaksjonen
ytterligere i sammenheng med PMA-stimulering i klkskocytter. Forskjellen pa
prosentandel RHO-positive PMA-stimulerte HKL inkuabaten og med bakterier var stgrre
enn for PBL. De ustimulerte leukocyttene inkuberedmbakterier viste derimot liten
respiratory burst aktivitet sammenlignet med de P&fifulerte leukocyttene, og forskjellen i
prosentandel RHO-positive leukocytter var liteneelfraveerende ved sammenligning av
ustimulerte leukocytter inkubert uten og med bakterDette indikerer at 1 og 4 timer
bakterieinkubering farer til gkt respiratory bursaktivitet hos PMA-stimulerte
lakseleukocytter, i tillegg til at bakterien i litggrad alene stimulerer respiratory burst aktivitet
i leukocytter fra laks. Hos fagocytter fra patteéyrdet kjent aFrancisellasp. kan forarsake
en utskillelse av ulike cytokiner og chemokinennskan veere med pa a modulere en videre
immunreaksjon. Det er ogsa vist at TLR2, og mulggdiR4, spiller en viktig rolle i
gjenkjennelsen av bakterien (Elkie$ al, 2007). Det kan veere & philomiragia subsp.

noatunensis PMA-stimulerte lakseleukocytter, ved & stimuleregkt utskillelse av humorale
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stoffer, medvirker til en gkt respiratory burstksjan i forhold til leukocytter inkubert uten
bakterier, stimulert med PMA.

Det at prosentandel RHO-positive leukocytter fieslaar hgyest i PBL etter 1 time i
forhold til PBL inkubert i 4 timer, og hgyest i HKatter 4 timer i forhold til HKL inkubert i 1
time med bakterier, kan indikere at leukocytterlodoreagerer kraftigere pa patogener
hurtigere enn leukocytter i organer (hodenyre)sBisesultatene kan komme av at leukocytter
i blod er adaptert til & reagere raskere ved inéekenn leukocytter i hodenyre. Samtidig er
hodenyre et hematopoietisk organ der leukocyttéantbannet ngytrofile granulocytter,
produseres, og det er mulig at disse cellene ikkgerer sa raskt som ferdig utviklede celler i
blod. Det er ogsa vist fra pattedyr at monocyttetod har starre respiratory burst aktivitet
enn makrofager i vev (Neumamt al, 2001). Muligens kan dette veere med pa a forldare
det var flest aktive PBL etter 1 time, og flestiatHKL etter 4 timer bakterieinkubering.

Torskeleukocytter inkubert med bakterier i 1 ogirdet, stimulert med PMA, viste
lavere prosentandel RHO-positive celler sammentigmeed leukocytter inkubert uten
bakterier. Dette indikerer at bakterien har egepekail & hemme respiratory burst hos
leukocyttene.

| ustimulerte PBL fra torsk inkubert med bakteri@n det etter 1 time inkubering
observeres en liten gkning i prosentandel RHO-pasdeller (5 %) i forhold til inkubering i
4 timer (1 %). Dette tyder pa at leukocyttene ichistartfasen av inkuberingen reagerefFpa
philomiragiasubsp.noatunensismen at denne aktiviteten reduseres gradvis aeEn slik
reaksjon kunne ikke observeres for ustimulerte Hifér, respiratory burst aktiviteten ikke var
forskjellig fra ustimulerte HKL inkubert uten bakier.

Denne hemmingen av respiratory burst aktivitet leaskocytter fra torsk stemmer
overens med resultater fra studier av Redtyal. (1996), McCaffrey og Allen (2006), og
Schulertet al. (2009), som viser d&rancisella tularensiqiemmer respiratory burst aktiviteten
i ngytrofile granulocytter hos pattedyr. Samtidiger den gkte respiratory burst aktiviteten
hos lakseleukocytter, i forhold til den hemmedeiviteten hos torskeleukocytter, &t
philomiragia subsp.noatunensissine hemmingsegenskaper pa respiratory burst ktier
artsavhengig.

Siden francisellose forarsaket &v philomiragia subsp.noatunensiser et problem
innen torskeoppdrett, er det i framtiden viktigtdikle en vaksine mot sykdommen. Dersom
flere beviser for at bakterien har evner til @ hemmespiratory burst aktivitet hos
torskeleukocytter fremlegges, i tillegg til at bakén er fakultativ intracelluleer, kan

utviklingen av vaksine i fremtiden bli en ekstrarattfordring.
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4.8. Konklusjon og fremtidsperspektiver

Respiratory burst assayet utarbeidet i denne omgghle vurdert som godt egnet for
pavisning av respiratory burst aktivitet i leukdeytfra blod og hodenyre hos laks og torsk.
De metodiske utfordringene i assayet krever atunsentinnstillingene ved flow
cytometrianalyse, og resultater, blir ngye og &kitrurdert.

Antall prgver i hvert flow cytometri forsgk var lregset grunnet tidsskjema i
forsgkene, og det var viktig at alle variabler sskulle sammenlignes i metodeutprgvingen
ble analysert pa leukocytter fra samme fisk. Préneesamme fisk ble i hvert forsgk analysert
under metodeutviklingen av respiratory burst agsayerifikasjonen av standard respiratory
burst assay for leukocytter fra laks og torsk bdeeffisk analysert. Resultatene bekreftet at de
utarbeidede standardoppsettene i respiratory bassty for leukocytter fra laks og torsk, med
PMA-stimulering og DHR-tilsetting, var velegnet ggv reproduserbare resultater. Basert pa
disse resultatene konkluderes det med at respirbtost assay tilpasset leukocytter fra laks
og torsk gir pdlitelige resultater ved analyseringe respiratory burst aktivitet i leukocytter.

En utfordring ved bruk av flow cytometri i respiogy burst assay er analyse av
resultatene. Skillet mellom RHO-negative og RHO#Hpees leukocytter kan vaere vanskelig a
definere, og leukocytter fra forskjellige fisk, @ithnen samme art, og mellom ulike arter, kan
vise varierende fluorescensintensitet. Ved brukegpiratory burst assay i forsgk er det derfor
viktig & bearbeide data fra de enkelte pravenenga&e som best mulig skiller de RHO-
negative fra de RHO-positive leukocyttene.

| en tidligere studie utfart av Egenberg (2006) di¢ benyttet CM-EDCFDA og
H,DCFDA som indikatorer for respiratory burst aktetihos lakseleukocytter. Bruken av
disse markarene gav varierende resultater. | deppgaven ble DHR funnet a veere mer
egnet, da leukocytter med respiratory burst aldigkilles bedre fra de inaktive leukocyttene.
| fremtidige forsgk anbefales det derfor DHR i &g av respiratory burst aktivitet hos
leukocytter.

| tillegg til & karakterisere funksjonene til dékel leukocyttene, kan respiratory burst
assay 0gsa benyttes til & studere patogeners kminviy p& leukocyttene hos laks og torsk.
Ved undersgkelse av respiratory burst aktivitetlaakocytter fra laks og torsk inkubert med
bakterienF. philomiragiasubspnoatunensisble det vist at assayet fungerte godt. Flow
cytometrianalysene fra de innledende forsgkenelakesg- og torskeleukocytter inkubert med
bakterier indikerte at respiratory burst aktivitetdeukocytter fra torsk ble hemmet.

Leukocytter fra laks inkubert mde philomiragiasubspnoatunensiviste derimot en gkning
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i respiratory burst aktiviteten. Disse resultatenesamsvar med at bakterien overlever i
torskens leukocytter ved at den unngar a bli de¢ter fagocytose, og videre studier bar
gjares for a verifisere dette. Kunnskap om intdadalre prosesser i leukocytter, som for
eksempel fra respiratory burst assay, kan bidfarstaelsen av hvorfdf. philomiragia
subspnoatunensigorarsaker patologi og sykdom hos torsk, men tkée laks.
Funksjonelle respiratory burst assay kan ved mkaBfoner brukes i en rekke
sammenhenger i forbindelse med smitteforsgk og instimulering, bade pa celleniva og i
studier av infeksjoner i tidlige utviklingsstadiy fiskelarver. Respiratory burst assay kan

bidra til & skape bedre forstaelse for sykdomsfmihe forarsaket av ulike patogener hos fisk.
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6. Appendix

6.1. Oppskrifter til respiratory burst assay
6.1.1. Lagsninger til isolering av leukocytter fra &ks

0,36 M NacCl:

NaCl 5,26 g (Riedel-de Haén)
dH,O til 250 mL
(Autoklaveres)

0,46 M NaCl:

NaCl 6,72 g (Riedel-de Haén)
dH,O til 250 mL
(Autoklaveres)

1,060 g/mL Percoll-lgsning:
10 mL Percoll (GE Healthcare)
11,3 mL 0,36 M NaCl (Riedel-de Haén)

1,075 g/mL Percoll-lgsning:
10 mL Percoll (GE Healthcare)
7,1 mL 0,46 M NaCl (Riedel-de Haén)

6.1.2. Lgsninger til isolering av leukocytter fra brsk

1,5 M NacCl:
NaCl 21,915 g (Riedel-de Haén)
dH,O til 250 mL

(Autoklaveres)

1,050 g/mL Percoll-lgsning:

1,5mL 1,5 M NaCl (Riedel-de Haén)
5,1 mL Percoll (GE Healthcare)

8,4 mL dHO
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1,070 g/mL Percoll-lgsning:

1,5 mL 1,5 M NaCl (Riedel-de Haén)
7,35 mL Percoll (GE Healthcare)
6,15 mL dHO

6.1.3. Lasninger til forsgk med leukocytter fra lak og torsk

Heparin stock-lgsning (5000 U/ml):
Heparin 50 000 U (Sigma)
dH,O 10 mL

(Filtreres gjennom 0,2 pm filter)

L-15, 370 mOsm:

. Lgsning A: 100 mL dkO
2,4 g NaCl (Riedel-de Haén)
2,8 g NaHCQ(Sigma)
0,66 g glucose (Sigma)

(Filtreres gjennom 0,2 filter)

" 5 mL lgsning A
95 mL Leibovitz, L-15 (Biowhittaker, Lonza)

L-15 medium til leukocytter fra laks oq torsk:

100 pl gentamicin (Biowhittaker, Lonza)

200 pl heparin stock-lgsning (Sigma)

1 mL 200 mM glutamin (Biowhittaker, Lonza)
1,5mL 1 M HEPES (Sigma)

L-15, 370 mOsm til 100 mL

PBS 380 mOsm, med heparin:
NaHPO, x 2H,0 0,427 g (Merck)

KH,PO, 0,127 g (Fluka)
NacCl 5,552 g (Riedel-de Haén)
dH,O til 500 mL
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Vanlig PBS:

NaoHP O, x 2H,0 0,72 g (Merck)
KH.PO, 0,27 g (Fluka)

NacCl 8,5 g (Riedel-de Haén)
dH,O til 1000 mL

For begge PBS-lgsningene justeres pH-verdiead lut (NaOH) til 7,3 for leukocytter fra

laks, og 7,4 for leukocytter fra torsk, fgr alt wet tilsettes. Autoklaveres. Etter autoklaring
tilsettes 200 pl heparin stock-lgsning (Sigma) 0 mL PBS. Etter autoklavering og
tilsetting av heparin filtreres lgsningen gjennan2@ pum filter (Filtropur).

’ PBS-lgsningenes pH-verdi ble i oppgaven malt mgaHemmeter (Orion 2-star, Thermo Electron Corporatio

PBS/BSA/Glukose:

3 g BSA (3% (w/v)) (Sigma)

4,5 g D-glukose (4,5 % (w/v)) (Sigma)
Til 100 mL med vanlig PBS.

6.1.4. Stimulanter til forsgk med leukocytter fra ks og torsk

PMA stock-lgsninger:

Til laks:

Stock 1 (1 mg/mL): 1 mg PMA (Phorbol 12-myristaBdcetate, Sigma)
1 mL DMSO (dimetylsulfoksid, ((CE.SO), Sigma)

Stock 2 (211 pg/mL): 21,1 ul PMA stock 1 (1 mg/mL)
78,9 ul PBS 380
Stock 3 (206 pg/mL): 20,6 pl PMA stock 1(1 mg/mL)

79,4 ul PBS 380
Til torsk:

Stock 4 (20,6 pg/mL): 10 pl PMA stock 3 (206 pg/nfiia) oppskrift pa PMA til laks
90 pul PBS 380
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Stock 5 (2,06 pg/mL): 10 pl PMA stock 4 (20,6 pgim
90 pul PBS 380 mOsm, med heparin

Stock 6 (0,206 pg/mL): 10 pl PMA stock 5 (2,06 pgfm
90 ul PBS 380 mOsm, med heparin

POLY I|:C stock-lgsninger:

Stock 1 (1 mg/mL): 1 mg POLY I.C (polyinosinic-paltidylic acid sodium salt, Sigma)
1 mL DMSO (Sigma)

Stock 2 (206 pg/mL): 20,6 pl 1 mg/mL POLY I:C, &tdl
79,4 ul PBS 380 mOsm, med heparin

LPS stock-lgsninger:
Stock 1 (5 mg/mL): 5 mg LPS (lipopolysakkarid, Sem
1 mL DMSO (Sigma)

Stock 2 (206 pg/mL): 4,12 ul 5 mg/mL LPS, Stock 1
95,88 ul PBS 380 mOsm, med heparin

6.1.5. Hemming av respiratory burst aktivitet hos €ukocytter fra laks og torsk

DPI stock-lgsninger:

Stock 1 (5 mM): 10 mg DPI (diphenyleneiodonium chde (G oHgCll), Sigma)
6,36 mL DMSO (Sigma)

Stock 2 (206 uM): 4,12 ul DPI (5mM, Sigma)
95,88 ul PBS 380 mOsm, med heparin

Stock 3 (412 uM): 8,24 ul DPI (5mM), Sigma)
91,76 ul PBS 380 mOsm, med heparin
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6.1.6. Reagenslgsninger av DHR og PI til forsgk maeukocytter fra laks og torsk

DHR stock-lgsning (210 puM):
8,4 ul DHR (lgst i DMSO, 5 mM, Invitrogen)
191,6 pl PBS 380 mOsm, med heparin

DHR stock-lgsning (206 uM):
8,24 ul DHR (lgst i DMSO, 5 mM, Invitrogen)
191,76 pl PBS 380 mOsm, med heparin

Propidium iodid-lgsning:
Stock 1 (1 mg/mL): 1 mg PI (Sigma)
1 ml DMSO (Sigma)

Stock 2 (100 pg/mL): 10 pl PI'(2 mg/mL)
90 ul PBS 380 mOsm, med heparin

6.2. Oppskrifter ved bakterieinkubering av leukocyter fra laks og torsk

6.2.1. Dyrking av bakterienF. philomiragia subsp.noatunensis

Vekstmedium, Eugon Broth:

30,4 g mediumpulver (Becton Dickinson)

1LdHO

Blandes godt og kokes i 1 minutt far fordelingleemeyerkolber med vattkork for forkultur
(50 mL medium) eller hovedkultur (250 mL mediumutéklaveres ved 12C i 15 minutter.

Jernklorid (Fluka) stock-lgsning, 2M:

FeCk x 6H,O 27,3 ¢

dH,O til 50 mL

Autoklaveres. 1 mL 2M jernklorid tilsettes i 1 Lityngsmedium (2mM jernklorid) rett far

bakterieoverfgring.
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Ampicillin (Sigma) stock-lgsning, 50 mg/mL:

1 g Ampicillin-pulver

20 mL d®O

Steriliseres ved filtrering (0,2 um filter) og ogpares ved -2@. 1 mL 50 mg/mL
ampicillin-lgsning tines rett far bruk og tilsettek L dyrkingsmedie (50 pg/mL ampicillin)
rett fgr bakterieoverfgring.

6.2.2. Eksempel pa konsentrasjonsutregning ved justing av OD-verdi til bakterien F.

philomiragia subsp.noatunensis ved formelen X x Y; = Xo X Y3

X1 = OD-verdi i hovedkultur, X= gnsket OD-verdi, Y= volum av X, Y, = gnsket volum av
X2

15x X% =0,4x5mL
X1=(0,4x5mL)/1,5

X1=1,333 mL

1,333 mL () av bakterie hovedkultur med OD-verdi 1,5)Xlsettes i 3,667 mL L-15 uten

gentamicin for & fA 5 mL (Y av bakterielasning med OD-verdi 0,4, X

128



Appendix

6.3. Instrumentinnstillinger i flow cytometeret

6.3.1. Flow cytometrianalyser av lakseleukocytter

HKL/PBL uten tilsatt DHR (og ved tilsatt PI):

HKLBR tilsatt DHR (og ved tilsatt PI):

Cytometer Type: FACSCalibur
Detectors/Amps:

Param Detector Voltage AmpGain
P1 FSC E@GO 1.16
P2 SSC 380 1.00
P3 FL1 600 1.00
P4 FL2 620 1.00
P5 FL3 620 1.00
P6 FL2-A 1.00
P7 FLZ-W 1.00
Threshold:

Primary Parameter: FSC

Value: 160

Secondary Parameter: None

Compensation:

FL1 - @©.8 % FL2
FL2 - 25.8 % FL1
FLZ2 - ©.¢ % FL3
FL3 - 0.2 % FL2

Cytometer Type: FACSCalibur
Detectors/Amps:

Mode Param Detector Voltage AmpGain
Lin P1 FSC E@@ 1.16
Lin P2 SSC 380 1.00
Log P3 FL1 365 1.00
Log P4 FL2 385 1.00
Lin P5 FL3 600 1.00
Lin P6 FL2-A 1.00
Lin P7 FL2-W 1.00

Threshold:

Primary Parameter: FSC
Value: 100

Secondary Parameter: None
Compensation:

FL1 - ©.8 % FLZ2

FLZ2 - 25.8 % FL1

FLZ - 0.2 % FL3

FL3 - 0.0 % FL2

Mode
Lin
Lin
Log
Log
Lin
Lin
Lin

6.3.2. Flow cytometrianalyser av torskeleukocytter

HKL/PBL uten DHR tilsatt (og ved tilsatt PI):

HKLBR. tilsatt DHR (og ved tilsatt PI):

Cytometer Type: FACSCalibur
Detectors/Amps:

Param Detector Voltage AmpGain
P1 FSC E28 1.16
p2 SSC 380 1.90
P3 FL1 600 1.00
P4 FL2 600 1.00
P5 FL3 650 1.00
P6 FL2-A 1.00
P7 FL2-W 1.00
Threshold:

Primary Parameter: FSC

Value: 100

Secondary Parameter: None

Compensation:

FL1 - ©.8 % FL2
FL2 - 25.8 % FL1
FL2 - 0.0 % FL3
FL3 - 0.0 % FL2

Cytometer Type: FACSCalibur
Detectors/Amps:

Mode Param Detector Voltage AmpGain
Lin P1 FSC E@G@ 1.16
Lin P2 SsC 38e 1.00
Log P3 FL1 365 1.00
Log P4 FL2 400 1.00
Lin P5 FL3 650 1.00
Lin PG FL2-A 1.00
Lin P7 FL2-W 1.00

Threshold:

Primary Parameter: FSC
Value: 160

Secondary Parameter: None
Compensation:

FL1 - ©.8 % FL2

FLZ - 25.8 ¥ FL1

FL2 - 0.0 % FL3

FL3 - 0.0 % FL2

Mode
Lin
Lin
Log
Log
Lin
Lin
Lin

129




