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Forord

Kjere leser,

Denne bacheloroppgaven er gjennomfort og skrevet av to studenter ved Norges teknisk-
naturvitenskapelige universitet (NTNU) i Alesund. Det har vart en spennende prosess hvor vi
har leert mye om bade oss selv og emnet. Vi har méttet vaere losningsorienterte og fleksible
etterhvert som vi har mett utfordringer, spesielt relatert til covid-19-pandemien. Dyktige
medstudenter som hjelper og stetter, er byttet ut med en ikke fullt sa engasjert samboer, og
der medstudentene stiller i labfrakk stiller samboer i kjokkenforkle. Faglige diskusjoner pa
lesesalen er byttet ut med meoter pa Teams, der rimelige datalinjer fra en studenthybel kanskje

ikke har gitt de raskeste og beste datalgsningene.

Vi vil rette en stor takk til nere og kjeere som har bidratt med stette, oppmuntring og
forbedring av var oppgave. Takk til var veileder Gro Audveig Hagen Bjerney for hennes
stotte og bidrag gjennom hele prosessen. Til slutt vil vi ogsa takke Havard Jastad som har

bidratt med uunnverlig korrekturlesing og ikke minst oppmuntring underveis.



Sammendrag

Kunnskap om hvordan gjentatt mildt termisk stress, i form av ekte vanntemperaturer, pavirker
fisk, er viktig for & forsta potensielle endringer i deres habitat og nedgang i bestander. Det vil
videre gi en forstéelse for de konsekvenser dette kan ha for fiskerinaringen. Cellelinjen
CHSE-214 ble brukt for 4 studere endringer i stressresponsen, mer spesifikt endringer i

cellesyklus, hos celler utsatt for gjentatt mildt termisk stress.

Cellene ble utsatt for termisk stress ved 26 °C 1 intervaller pé to timer. Stressintervallene ble
gjentatt én til fire ganger. Mellom stressintervallene fikk cellene hvile i 24 timer ved 20 °C.

Stressutsatte celler ble sammenlignet med en kontroll, celler inkubert ved 20 °C.

Analyse av cellesyklus ble gjort ved hjelp av et flowcytometer hvor prosentandel celler i
G1/GO0-, S- og G2/M-fasen ble bestemt. Det var minimale differanser mellom kontroll og
stressforsekene, noe som indikerer at opp til fire stressintervaller med mildt termisk stress

ikke pavirker cellene.
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Abstract

Knowledge about the effect thermal stress has on fish, in the form of increased water

temperatures, is important in the understanding of potential changes in habitats and declines
in populations. This will further provide an understanding of the consequences for fisheries.
The cell line CHSE-214 was used to study changes in the stress response, more specifically

changes in the cell cycle in cells exposed to repeated, mild thermal stress.

The cells were exposed to thermal stress at 26 °C in two-hour intervals. The stress intervals
were repeated one to four times. Between the stress intervals the cells recovered for 24 hours

at 20 °C. The stress exposed cells were compared to a control, cells incubated at 20 °C.

Analysis of the cell cycle was done with the help of a flow cytometer where the percentage of
cells in G1/GO-, S- and G2/M-phase was determined. There was a minimal difference
between the control and the stress-exposed cells, which indicated that up to four stress

intervals of mild thermal stress does not affect the cells.
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Terminologi og forkortelser

Adherente celler

Anadrome organismer

Cdc

CDK

Chaperoner

CHSE

Cellesuspensjon

Co-chaperon

Homeostase

HSF

HSP

kDa

Celler som ved hjelp av proteiner pa overflaten vokser bundet til

en overflate

Organismer som vil i lepet av sitt livsspan vil kunne bevege seg

fra saltvann til ferskvann

Proteiner som inngar i cellesyklus

Cyclin-dependent kinaser

Gruppe proteiner som i en celle deltar i organisering,

sammenkobling, folding og pakking av andre proteiner. Det deltar

ogsa i degradering av proteiner

Chinook salmon embryotic cells

Celler som flyter lgst i en vaeske uten & vaere bundet til en

overflate

Proteiner som assisterer chaperoner i protein folding og andre

funksjoner

Cellens indre likevekt, hvor de kjemiske og fysiske forhold 1

vaeskemiljoet som omgir cellen skal vere konstante og stabile

Heat shock factor

Heat shock protein

Kilodalton



Konfluens Hvor stor andel i prosent av overflaten pa en beholder

cellekulturen dekker

LAF-Benk Sikkerhetsbenk for arbeid med biologisk materiale. Benken har

laminzer luftstrom og front som beskytter mot kontaminering

Passasjenummer Antall ganger en cellekultur har blitt splittet



Begrensninger

Alvorlig sykdom og dodsfall
I lopet av bachelorperioden ble faren til en av forfatterne alvorlig syk og dede tidlig 1 april
maned. Det emosjonelle med sykdom og deretter bortgang har medfert utfordringer med a

opprettholde konsentrasjon og holde fremdriften med bacheloroppgaven.

Korona-pandemi

Covid-19 pandemien forte til en uforutsett nedstenging av universitetet. Dette gjorde det
umulig & fullfere store deler av laboratoriearbeidet. Del én av forseket var planlagt & utfores
over ni dager, men matte avsluttes etter fire dager. I tillegg ble del to, analyse av HSP70 ved
qPCR, ikke mulig 4 utfere og dermed fjernet fra oppgaven. Oppgaven er dermed mindre enn
planlagt og problemstilling er endret fra “Hvordan vil nivdaet av HSP70 endres i CHSE-214-
celler ved gjentatt, mildt termisk stress og vil det ha en sammenheng med en endringer i

cellesyklus? ” til en med fokus pa kun analyse av cellesyklus etter termisk stress.

Leveringstid
Leveringstiden pd CHSE-214-cellene viste seg & vare lengre enn forespeilet. Fra en planlagt
oppstart rundt 25. januar ble oppstart justert til leveringsfrist den 6. februar. Cellene ble levert

20 februar og laboratoriearbeidet kunne tidligst starte én uke senere.



1.0 Innledning

Global oppvarming pavirker ikke bare livet pd land. Okte overflatetemperaturer gir flere
langvarige og mer hyppige forekomster av marine hetebglger. Den globale oppvarmingen vil
ha stor innvirkning pé fiskerineringen, noe ogséd FNs klimarapport poengterer (1). Okte
temperaturer vil fore til at fiskebestander reduseres som folgelig kan gi redusert fangst for
fiskerne. Miljedirektoratet indikerer at en temperaturekning pa 1,5 °C gir en reduksjon pé 1,5
millioner tonn i arlig fangst. Fangsten vil reduseres med det dobbelte dersom temperaturen
oker ytterligere, opp til 2 °C (2;3). Med 200 millioner jobber knyttet til denne naeringen,
kombinert med at 17 % av alt animalsk protein konsumert stammer fra fisk, vil en slik
potensiell reduksjon i1 fangst fa store gkonomiske- og ernaringsmessige konsekvenser (4;5).
Som en folge av gkt vanntemperatur i fiskens opprinnelige, naturlige habitat vil en, i tillegg til
en reduksjon i fangst, ogsa se at det biologiske mangfoldet svekkes og at arter forflytter seg

nordover (1).

Konsekvensene av global oppvarming pa fiskebestander vil kunne studeres ved bruk av laks
som indikatorart (6). Laks vil, i lopet av sitt livslap, vandre mellom salt- og ferskvann (6;7).
Vandringsmensteret gjor at arten blir utsatt for forheyede temperaturer gjentatte ganger (8).
Okte vanntemperaturer vil pafore laksen stress som i ytterste konsekvens vil fore til ded.
Deadelighet er forbundet med stress i haye doser, men kan ved lavere doser vaere en fordel og

gjore fisken mer tilpasningsdyktig (9).

Kunnskapen om effektene av lave doser stress er begrenset. Dette innebaerer hvordan
kortvarig og gjentatt stress pavirker fisk pa et cellulert niva, deriblant proteinekspresjon og
cellesyklus (9). Cellesyklus kan ved stress gé inn i en cellesyklusarrest hvor det ikke vil
gjennomfores en celledeling som et forsvar mot cellulaer skade (10). For & studere endringer i
cellesyklus brukes cellelinjen CHSE-214, en primar cellelinje fra lakseembryo. Tidligere
studier har observert at en temperatur pa 26 °C gir en cellular stressrespons uten at cellene gar

i apoptose (11;12). Dette vil dermed betegnes som en lav dose stress, ogsé kalt mildt stress

(9).

Vi skal i denne oppgaven underseke om mildt stress av CHSE-214-celler gjentatt over et

tidsrom, vil fore til endringer i cellesyklus. Oppgaven er bygget opp etter falgende oppsett;



Forst fremlegges teori relevant for oppgaven, etterfulgt av materialer og metoder brukt pd
laboratoriet. Deretter presenteres resultatene, som videre dreftes i diskusjonsdelen. Oppgaven

rundes av med en konklusjon, for litteraturliste og vedlegg legges frem avslutningsvis.



2.0 Teori

2.1 Klimaendringer

De siste 70 arene har bade luft- og vanntemperaturer pa jorden steget, trolig som folge av
global oppvarming (13). Endringene i temperaturer kan gi forandringer i de naturlige
degnvariasjonene og fore til okt hyppighet av sporadiske ekstreme temperaturer (14). Dette
vil blant annet ha konsekvenser for mange fiskearter og deres marine gkosystem (15). Fisk er
sensitive til endringer i vanntemperatur da de er vekselvarme (7). Den innvendige
temperaturen varierer normalt ikke med mer enn én grad fra miljeet rundt (14). For &
opprettholde ideell kroppstemperatur ser vi at noen fiskearter trekker lenger nord mot
kjeligere hav, eller pd dypere vann for 4 unngé varme overflatetemperaturer forarsaket av

klimaendringer (1).

Laks som lever i nordlige omréder trues av bade fiskearter som forflytter seg nordover og den
okte vanntemperaturen (16). Effektene av global oppvarming kan studeres ved & bruke laks
som en indikatorart siden de pavirkes av bade fersk- og saltvann (6). Dette kommer av at de er
anadrome organismer (7). Vekst hos lakseunger 1 bade yngel- og parrstadiet pavirkes av
temperaturen i vannet og veksten vil stoppe opp ved rundt 23 °C. Overstiger temperaturen
27,4 °C er dette potensielt dedelig (17). Miramichi River i Canada har hatt en
temperaturekning som trolig er arsaken til den observerte nedgangen i elvens laksebestand
(14). Malinger fra elven viser at temperaturen kan né opp til 27-30 °C i sommermanedene
(18). Laks hentet fra elven ved 27 °C uttrykker hayere verdier av stressproteiner enn de hentet

ut ved lavere temperatur. Resultatene indikerer at forhgyede temperatur er en stressor for

fisken (14).

2.2 Stress

2.2.1 Stressorer

Stressorer er et omfattende utvalg av krevende psykologiske og fysiologiske pavirkninger
som sammen med organismenes stressrespons, utgjer begrepet stress (19). Nar en organisme
eksponeres for stress vil dens homeostase pavirkes negativt (20). Dette kan fore til forstyrrelse

av normal biologisk atferd, svekkelse eller ded (6). For a redusere risikoen eller forhindre



skade vil organismen sette i gang en stressrespons som arbeider for & gjenopprette

organismens homeostase (20).

I akvatisk miljo finner vi kjemiske og fysiske stressorer som péferer de vannlevende
organismene stress. Kjemiske stressorer vil kunne vere opplest oksygen, ammoniakk, pH,
gassinnhold og metaller. Forandringer i temperatur eller trykk er fysiske stressorer. Alle disse

stressorene vil kunne pafere organismen alvorlig stress eller ded (20).

2.2.2 Stressrespons

Organismes stressrespons starter med at sentralnervesystemet mottar signaler om at
homeostasen blir truet. Da settes det i gang en biologisk respons bestdende av en kompleks
kombinasjon av fire ulike biologiske forsvarsmekanismer: atferdsrespons, respons fra det
autonomiske nervesystemet, nevroendokrin respons og immunologisk respons (21). Hos fisk

inngér dette 1 primar respons, sekundar respons og tertizr respons (20).

Primaerresponsen er den nevroendokrine responsen. Her forekommer det en rask utskillelse av
stresshormonene katekolaminer og kortisol til blodomlepet (20). Katekolaminer er

fellesbetegnelsen for dopamin, noradrenalin og adrenalin (22).

Sekunde@rresponsen inkluderer de mangfoldige fysiologiske og biokjemiske tilpasningene
som er assosiert med stress. Disse er alle til en viss grad pavirket av stresshormoner.
Stresshormoner aktiverer regulatoriske signalveier som resulterer i endringer i metabolske-,
cellulere-, osmoregulatoriske- og hematologiske endringer. Ved celluler respons vil
signalveiene sende signal til celler om & produsere heat shock proteiner (HSP), en av de mest

typiske reaksjonene i dette eksempelet (20).

Tertierresponsen representerer endringer som forekommer hos organismer og hele
populasjoner. Hvis organismen ikke klarer & fa en tilstrekkelig sekundarrespons vil det
resultere i nedgang i vekst, sykdomsresistens og reproduksjon. Langvarig eksponering for en
stressor, avhengig av intensitet, vil dermed kunne ha konsekvenser for organismen. I noen

tilfeller kan dette fore til en nedgang i hele populasjoner (20).



2.3 Heat shock proteiner

Heat shock proteiner (HSP) fungerer som molekylare chaperoner i samarbeid med co-
chaperoner ved & opprettholde proteinhomeostase. Dette foregér i bAde normaltilstand og ved
pafering av stress fra en stressor. Forheyede temperaturer var tidligere trodd & vare den
eneste arsaken til oppregulering av HSP, men nyere studier viser at ogsa oksidativt stress,
tungmetaller, lav oksygenkonsentrasjon og infeksjoner kan fore til uttrykk av HSP (23;24).
Deres funksjon som molekylare chaperoner gjor HSP i stand til & bistd med folding av
denaturerte protein, stabilisering, translokasjon og forhindring av aggregering (25). Den
molekylare storrelsen malt i kDa avgjer proteinets navn. Eksempelvis vil et HSP med en

storrelse pa 70 kDa folgelig hete HSP70 (26).

2.3.1 HSP70

HSP70, som er en av de mest studerte i HSPene, har chaperon- og proteaseaktivitet med flere
funksjoner i forbindelse med folding og cellesignalisering, deriblant folding og
sammensetning av ny-syntetiserte protein, membran translokasjon, regulering av regulatoriske
protein og forhindring, opplesning og re-folding av aggregerte og denaturerte protein
(23;26;27). HSP70 inneholder ett ATPase domene pa N-terminus, og ett substrat-
bindingsdomene pa C-terminus. Ved hjelp av co-chaperonene J-domene protein, vil ATPase
domenet hydrolysere ATP til ADP. Dette frigir energi som benyttes til bindingen av substrat.
Frigjering av substratet er avhengig av co-chaperonet nucleotide exchange factor som
promoterer fosforyleringen av ADP til ATP. Substratet som HSP70 binder, kan vaere
regulatoriske protein og vil dermed kontrollere flere signaliseringsveier som pavirker
homeostase, celledeling og apoptose. Ett av de regulatoriske proteinene som pavirkes er
CyclinB1/Cdkl. Dette er et protein som regulerer om cellen skal gjennomga celledeling 1
mitose (27;28). HSP70 motvirker ogsa apoptose ved & virke pa kaspase-signalveien som den

styres av (27).

2.4 Cellesyklus

En cellesyklus bestar av regulerte hendelser der resultatet er at en celle deler seg i to identiske
datterceller. De to dattercellene inneholder en komplett kopi av genomet, altsa celles
arvemateriale, og er derav genetisk identiske. Cellesyklusens varighet avhenger av cellens
granularitet og kompleksiteten til arvestoffet (29). Hos eukaryote celler deles cellesyklusen

inn 1 fire faser: G1-, G2-, S- og M-fasen. De tre forste fasene inneberer at cellen vokser i



starrelse for den i siste fase gjennomgér en celledeling (30). Overgangen mellom disse fasene

reguleres av kontrollpunkt som kontrollerer at deres prosesser blir korrekt utfort (29).

Figur 1: Fremstilling av cellesyklus og dens fire ulike faser; G1, S, G2 og M. Interfase hvor
cellen klargjor seg for celledeling bestar av G1-, S- og G2-fasen. Etter fullfort interfase
gjennomfores celledeling, som er den fysiske separasjonen av cellen, i M-fasen. Deretter vil
cellen enten tre inn i en ny cellesyklus eller tre inn i hvilefasen, G0. Figuren er basert pa (30),

UiO: Institutt for biovitenskap sin figur over cellesyklus.

2.4.1 Interfase

G1-, S-, og G2-fasen danner interfasen. Dette er perioden hvor cellen gjor seg klar for
celledeling (29). I G1-fasen vil cellen hovedsakelig vokse i starrelse og gjore seg klar til 4 tre
inn 1 S-fasen. For dette skjer mé cellen gjennomga et kontrollpunkt som styres av
intracellulaere- og ekstracellulare signaler. De intracellulaere signalene vil informere om
cellestorrelse og de ekstracellulere signalene vil informere om miljoet rundt cellen. Ligger
disse to forholdene til rette vil cellen passere kontrollpunktet og tre inn i S-fasen. Der vil
DNA replikeres og dobles. Videre gér cellen inn i G2-fasen hvor den fortsetter & forberede

seg til M-fasen (31) .

2.4.2 Mitose
I mitosen deler cellen seg i to identiske datterceller. Mitosen er delt opp i seks faser: Profase,

prometafase, metafase, anafase, telofase og cytokinese. Fra profasen til telofasen foregér



splittelsesprosessen av sgsterkromatidene og resten av organellene. Etter at de er fordelt til
cellens to poler gar cellen inn i cytokinesen hvor cellen fysisk splittes i to av en kontraktil-
ring. Dette markerer slutten pa mitosen og cellene vil enten ga inn i en ny interfase, eller ga
inn 1 en GO-fase som er en hvilefase. For at cellen skal ut av hvilefase kreves det

ekstracellulert stimuli fra mitogener (29;30).

2.4.3 Regulering av cellesyklus

Cellesykluskontrollsystemet er et reguleringssystem som baserer seg pa en rekke biokjemiske
brytere. Spesifikke kinaser og fosfataser stir for reguleringen ved henholdsvis fosforylering
og defosforylering av viktige proteiner og proteinkomplekser. Kinaser vil ved fosforylering

overfore en fosfatgruppe til proteinet slik at det aktiveres (29).

Kinasene presenteres gjennom hele cellesyklusen og reguleres av koenzymer kalt cycliner.
Cyclinene har ikke enzymatisk aktivitet, men bindes til og aktiverer spesifikke kinaser. Dette
betyr at én cyclin kun bindes til én bestemt kinase. Kinasene i cellesyklusen kalles for cyclin-
avhengige-protein-kinaser, cdks. I cellesykluskontrollsystemet finnes det en del ulike cykliner
og cdks som stimulerer overgangen til neste fase i syklusen. Overgangen fra G1- til S-fasen
stimuleres av S-cdk og G1/S-cdk som dannes ved at S-cykliner og G1/S-cykliner bindes til
spesifikke cdks sent i G1-fasen (29).

Konsentrasjonen av cycliner og cdk gker gradvis gjennom cellesyklusen frem til cellen gar
over i neste fase. Aktiviteten til cyclin-cdk reguleres av en kombinasjon av spesifikke kinaser,
fosfataser og inhibitorproteiner. Disse proteinene inngér som en del av kontrollpunktene i
cellesyklusen ved at de hemmer eller aktiverer kompleksene avhengig av hvilke signaler som
sendes. Sendes det signaler om at cellen trenger mer tid til & vokse eller at de ekstracellulere
forholdene ikke er tilrettelagt for celledeling vil cyclin-cdk hemmes. Da settes syklusen pa

pause og det har forckommet en cellesyklusarrest. (29).
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G2/M - sjekkpunkt

Cyclin-B1-cdkl

G1/S - sjekkpunkt

Figur 2: Fremstilling av cellesyklus med to av tre sjekkpunkt og cdks knyttet til disse
sjekkpunktene. I G1-fasen oppkonsentreres det S- og G1/S-cdk ved positive tilbakemeldinger
om cellens indre og ytre miljo slik at cellen kommer seg giennom G1/S-sjekkpunktet og inn i
S-fasen. I G2-fasen oppkonsentreres det inaktivt cyclin-BI-cdkl som aktiveres av en fosfatase
ved positive tilbakemeldinger fra G2/M-sjekkpunktet slik at cellen kan tre inn i M-fasen (29)
Figuren er basert pa (30),UiO: Institutt for biovitenskap sin figur over cellesyklus.

2.4.4 Cellesyklusarrest

Cellesyklusarrest er en respons pé cellulert stress i form av kjemisk eller fysisk stress og er en
celluler forsvarsmekanisme (10). Syklusen settes i arrest nar kontrollpunktene i
kontrollsystemet til cellesyklusen fér signaler om en feil. Dette kan skyldes skader pd DNA,

eller at cellen befinner seg i et ugunstig miljo for & kunne fullfere celledelingen (32).

For at cellen skal entre M-fasen mé det passere G2/M-fase kontrollpunktet samtidig som den
er avhengig av Cyclin-B1-cdk1-komplekset (33). Inaktivt cyclin-B1-cdk1 oppkonsentreres
gjennom G2-fasen, og aktiveres av fosfatase cdc25 ved positiv tilbakemelding fra
kontrollpunktet. Cellen gar derav inn i M-fasen (28). Hvis det derimot blir gitt negative
tilbakemeldinger vil Cyclin B1-cdkl inhiberes og cellen gér i cellesyklusarrest (29). Det har
blitt pavist at mildt termisk stress etterfulgt av en dedelig dose termisk stress kan fore til
G2/M-arrest. Det er da okt ekspresjon av HSP70, en respons pa termisk stress, som bidrar til

negative tilbakemeldinger og som en konsekvens forer til cellesyklusarrest (33).
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I humane glioblastomaceller, en aggressiv form for kreft i hjernen, er det pavist at
ekspresjonen av HSP70 har en sammenheng med induseringen av den cyclin-avhengig-
kinase-inhibitoren p21 (33). Okt konsentrasjon av HSP70 vil stimulere til aktivering av p53-
proteinet. Videre vil p53 starte transkripsjonen av p21 ved a binde seg til den regulatoriske
regionen av genet. Proteinet p21 vil inhibere G1/S-cdk og S-cdk, slik at cellen havner i G1-
arrest (29).

2.4.5 Flowcytometri for a studere cellesyklus

Flowcytometri er en teknikk som benyttes for a studere enkeltceller. Cellene ma vare i en
suspensjon der hver enkelt celle vil gjennom en vaskestrom fores forbi en lysstrale (34).
Lysstrélen vil brytes nér den treffer cellen og denne lysspredningen méles av en detektor. En
lysstrile med en 0.5-2 graders vinkel kalles for forward scatter, og sier hovedsakelig noe om
cellens storrelse. En lysstrale med en 90 graders vinkel kalles for side scatter og informerer
om cellens granularitet og kompleksitet (35). Resultatet av analysen kan uttrykkes i et

histogram (34).

Celler fra prove

D O 0_0

e 0%

7 o
o

— — @Erag s oz oy — Til datamaskin

Optisk filter  Detektor

Stremnings system Optisk system Elektronisk system

Figur 3: Figuren viser en forenklet oppbygging av et flowcytometer med de tre systemene;
stromning, optisk og elektronisk. Stromnings systemet behandler selve proven. Dette
innebcerer aspirering av proven og veeskestrommen som forer en og en celle gjennom
systemet. Lyset fra laseren vil treffe cellen og bryte lyset i ulike vinkler. Det brutte lyset vil
detekteres av detektorer i det optiske systemet. Detektorene sender signal videre til det
elektroniske systemet hvor signalet forsterkes. Deretter omgjores signalet fra et analogt til et

digitalt signal som kan leses av en datamaskin. Datamaskinen er det elektroniske systemet og
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vil gi informasjon om cellen basert pd hvilke detektorer signalet ble sendt fra (36). Figuren er

basert pa (36), Castillo-Hair S. sin figur.

Nér en skal analysere cellesyklusen ma cellene péd forhand fikseres og videre merkes med en
fluoriserende reagens. Dette kan gjores ved & bruke propidium iodide/RNase (PI/RNase). PI
er en fluorofor med red farge som bindes bade til DNA og RNA, mens RNase bryter ned
RNA, slik at dette ikke pavirker resultatet (37).

Propidium Iodide

DNA DNA + Propidium Iodide

Figur 4: Fremstilling av hvordan PI/RNase interagerer med dobbeltradig DNA. Det
fluoriserende reagenset bindes til og markerer nukleinsyrene (37). Figuren er basert pd

informasjon fra (37) , BD Bioscience,; Optical filter guide.

Etter fiksering vil cellesuspensjonen kunne analyseres i flowcytometeret. Ved bruk av
PI/RNase som den fluoriserende reagensen benyttes detektorene FL2 og FL3, og resultatene
fremvises 1 ulike plot (37). Resultatene i plotet kan fremvises ved ulike diagram, blant annet
som et histogram. I tillegg velges det bestemte parametere som vil definere en gate som
begrenser plotet. Ved analyse av cellesyklus velges en gating som gir en oversikt over antall
celler 1 hver cellesyklusfase. Histogrammet vil da vise en prosentfordeling av antall celler i de

ulike fasene (38).
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2.5 CHSE-214

CHSE-214 er embryoceller hentet fra fiskearten Chinook Salmon (Onorhnuchus tshawytscha)
(39). En voksen Chinook Salmon lever i Stillehavet og gyter i elver om hesten (40). I en
cellekultur vokser CHSE-214 i et monolag bundet til overflaten av beholderen ved hjelp av
overflateproteiner, og er dermed adherente (41;42). Ved dyrkning er cellene avhengige av at
miljeet er tilrettelagt for vekst. Dette innebarer bestemte naringsstoff, tilgang pa 5 % CO2,
en temperatur pa 21 grader og en inkubator med fraver av lys (39). Leibovitz’s L-15 Medium
er anbefalt for bruk til embryoceller. Det inneholder galaktose, phenol red og sodium pyruvat,
i tillegg til GlutaMAX som minimerer det giftige ammonium-innholdet. L-15 medium er laget
for bruk uten tilgang pa CO- og vil opprettholde fysiologisk pH. Alene er ikke L-15 medium
tilstrekkelig for & dyrke CHSE-214-celler. I tillegg kreves 10 % Fetal Bovine Serum (FBS)

som tilferer lipider, protein og vekstfaktorer som ikke er inkludert i mediet (43).

I tillegg til det rette miljoet krever CHSE-214-celler signaler fra naboceller for vekst. Denne
cellesignaliseringen foregér ved at cellene frigir kjemiske stoffer som mottas av reseptorene
pa andre celler. Det er fire hovedformer for cellesignalisering: parakrin, synaptisk, autokrin
og endokrin. Den parakrine signaliseringen er viktig for CHSE-214-cellene da denne
inneberer signalisering over en kort distanse, altsd mellom naboceller (29). Ved fravaer av
cellesignalisering vil veksten hemmes og cellen kan gé i apoptose (44). Veksten vil videre
vare begrenset av overflatearealet 1 beholderen og cellene ber derfor splittes nar de er i

eksponentiell fase med en konfluens pa 70-80 % (39;45).
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Celletetthet

Lagfase Eksponentiellfase Platifase

\4

Dager

Figur 4: Grafisk fremstilling av de ulike fasene i cellevekst: lagfase, eksponentiellfase og
platdfase. Lagfase er den innledende fasen hvor cellene gjor seg klare for replikasjon ved
blant annet syntetisering av proteiner og andre molekyler. Nar cellene er klare for d dele seg
gar de inn i den eksponentielle fasen. Her vil cellene replikeres raskt og antallet okes. Videre
vil mangel pd nceringsstoff, mindre areal til vekst og avfallsstoffer fore til at veksten trer inn i
platdfasen. Her vil veksten bremse opp og det skjer ingen okning i antall celler (46). Figuren
er basert pd figur fra to tidligere studier (12,46) .

Ved cellesplitting ma bindingene mellom overflateproteinene og beholderen brytes slik at
cellene havner i en suspensjon. Denne prosessen utfores mekanisk, eller ved bruk av enzymer
som trypsin (39). Trypsin er et proteolytisk enzym derivert fra proenzymet trypsinogen. Ved
en trypsinering vil peptidbindingene brytes pa C-terminus pa Lysin og Arginin (47).
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3.0 Materiale og metoder

3.1 Cellekultivering

CHSE-214-celler (Sigma-Aldrich, a.nr 91041114-1VL) ble dyrket i celleflasker pa 75 cm?
med L-15 Medium (Leibovitz) (Sigma-Aldrich, a.nr L1518) tilsatt 10 % GibcoTM Fetal
Bovine Serum (FBS) (Gibco, a.nr A3160801) og 0,1 % Gentamicin Reagent Solution (Gibco,
a.nr 15750-060). Cellene ble dyrket i et inkubatorskap ved 20 °C.

For & undersgke om cellene hadde nddd eksponentiell fase ble konfluensen jevnlig undersekt
ved hjelp av et invertmikroskop. Ved en konfluens mellom 70-80 % ble cellene splittet i en
LAF-benk under aseptiske forhold. Gammelt medium fra celleflaskene ble fjernet og cellene
skylt to ganger med 5 ml HBSS (HyClone, SH30588.01). Cellene ble lgsnet fra
flaskeoverflaten ved a tilfere 0,5 ml 0,25 % trypsin (Gibco, a.nr 2085461). Etter inkubering i
et par minutter og et lett dunk mot flasken ble cellene studert i et invertmikroskop. Da 80 %

av cellene hadde losnet ble trypsin inaktivert ved a tilfore 4 ml L-15 medium.

Cellesuspensjonen ble overfort til et falconrer og sentrifugert pa 1200 rpm i tre minutter ved
20 °C. Etter sentrifugering ble supernatanten sugd av, og 1 ml L-15 medium ble tilsatt for &
losne pelleten. Deretter ble 5 ml L-15 medium tilsatt. Cellesuspensjonen ble overfort til nye
celleflasker med L-15 medium til et totalvolum p& 20 ml. Innholdet av cellesuspensjon i
forhold til L-15 medium varierte avhengig av splittingsforholdene. Ved splitting av cellene
1:2 ble 3 ml cellesuspensjon tilsatt en ny celleflaske med 17 ml medium. Prosedyren
Cellekultivering (vedlegg A.2.2), beskriver alle trinn som inngér ved dyrkning og splitting av
CHSE-214-celler. Det ble gjennomfort totalt fem cellesplittinger. Startkulturen hadde

passasjenummer 248 og sluttkulturen hadde passasjenummer 253.

3.2 Induksjon av termisk stress

For induksjon av stressforseket ble celleflaskene fra cellekultiveringen splittet i cellebrett med
seks brenner, hver brenn med et volum pa 9,6 cm?. Splittingen ble utfert med samme
prosedyre som ved cellekultivering, men med lavere volum av reagensene. Ved skylling med
PBS ble det brukt 3 ml fer trypsineringen ble utfert med 0,3 ml 0,25 % trypsin.
Trypsineringen ble inhibert ved at 1 ml av L-15 medium ble tilsatt. Etter sentrifugering og

fjerning av supernatant, ble det forst tilsatt 1 ml L-15 medium for & lesne pelleten, etterfulgt
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av nye 8 ml. 0,5 ml av cellesuspensjonen ble tilsatt i hver sin brenn pé cellebrettene med 5,5

ml L-15 medium.

Det termiske stressforseket ble gjentatt to ganger. Hver av de to forsekene, stressforsek én og
to, varte i en periode pé fire dager. For start ble konfluensen til hvert brett undersekt under et
invertmikroskop. Ved en konfluens pd minimum 70 % ble forseket startet. Kontrollbrettene
ble satt i inkubatorskap pa 20 °C. Termisk stress av cellene foregikk i et inkubatorskap pa 26
°C, 1 intervaller pa to timer. Mellom hvert stressintervall fikk cellene hvile i1 24 timer ved 20

°C. Etter hvert stressintervall ble det tatt ut ett brett i tillegg til ett kontrollbrett for analyse.

Tabell 1: Viser oppsettet av et stressforsok inkludert temperatur og tid ved hvert enkelt
stressintervall og hvile. Stressintervallene er nummerert, fra forste til fjerde stressintervall. X

indikerer hvile.

Stressintervall # 1 X 2 X 3 X 4
Temperatur 26 °C 20 °C 26 °C 20 °C 26 °C 20 °C 26 °C
Tid (timer) 2 24 2 24 2 24 2

3.3 Analyse av cellesyklus pa BD Accuri C6 Flowcytometer

Fokuset i oppgaven har vert pd endringer i cellesyklus. Som en avgrensning har det veert
utelukkende fokus pé levende celler i cellesyklus. Dette er celler som var festet til brennens
overflate. Lose celler i medium og PBS brukt til skylling er ikke inkludert i provemateriale 1
prosedyren for fiksering og preparering. Videre er det fokusert pa celler som befinner seg i
cellesyklus ved analyse pd flowcytometer. Oppgavens gating pa flowcytometeret ekskluderer
omrader med adelagte celler og cellerester, ogsa kalt debri (48). Debri er ikke studert i

oppgaven.

3.3.1 Fiksering og preparering av provemateriale
Cellebrettene som ble tatt ut for analyse av termisk stress ble observert under et
invertmikroskop for & underseke konfluensen. Deretter ble gammelt medium pipettert ut av

brennene og kastet i et spillbeger. Cellene i hver brenn ble skylt med 2x3 ml PBS. Videre ble
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0,3 ml trypsin tilsatt for & lgsne cellene fra underlaget. Da 80 % av cellene var lgsnet ble
trypsin inaktivert ved a tilsette 1 ml medium, og en celleskraper ble dratt lett over overflaten.
Cellesuspensjonen ble pipettert ut fra hver sin brenn og over i sine respektive 15 ml falconrer.
To av rerene ble videre stabilisert og lagret for analyse ved qPCR. 11 pl cellesuspensjon fra
hver av de fire resterende rarene ble tilsatt 1 hvert sitt Burkers tellekammer. Tre av rutene i
hvert kammer ble telt opp og gjennomsnittet for hele kammeret ble beregnet for a finne totalt

antall celler. Resultatet kan regnes ut pd felgende méte:

N
Nr x 0,001 ml

= Antall celler per ml

N = antall telte celler

Nr = antall telte ruter

0.0001 ml = 10 pl per tellekammer

Samtidig som tellingen pagikk ble falconrerene sentrifugert i fem minutter ved 1200 rpm.
Supernatanten ble sugd av reret og en bestemt mengde PBS ble tilsatt avhengig av
utregningen fra Burkers tellekammer. Ved et resultat pa opp til to millioner celler per ml ble
det tilsatt 1 ml PBS, og resultater over to millioner ble fortynnet med 2 ml PBS. Etter at
pelleten ble last opp ble 1 ml cellesuspensjon fra hver prove tilsatt i et eget falconrer som
inneholdt 4 ml 96 % etanol med en temperatur pa -20 °C. Falconrerene ble vortexet direkte

etter tilsetning, og satt til frysing i 21-24 timer.

Etter at rorene ble tatt ut av fryseren ble de sentrifugert ved 1200 rpm i fem minutter.
Supernatanten ble fjernet og pelleten lost. Deretter ble det tilsatt 5 ml PBS i hver prove, for
provene ble vortexet og satt til a hvile i 15 minutter. Videre ble rerene pd nytt sentrifugert i
fem minutter ved 1200 rpm. Pelleten ble last etter at supernatanten ble fjernet. Hvert ror ble
tilsatt 0.5 ml PI/RNase og inkubert i merket i 90 minutter. Prosedyren Fiksering og
preparering av provemateriale (vedlegg A.2.3), beskriver alle trinn som inngér ved fiksering

og preparering av CHSE-214-celler for analyse pd flowcytometer.

3.3.2 Kalibrering av flowcytometer
Klargjering av BD Accuri C6 flowcytometeret (BD biosciences) for og etter analyse av

provemateriale ble utfort ved kalibrering. For kalibrering ble det brukt fem ulike reagenser:
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Cleaner, dekontaminering, MQ-vann, 8-peak bead og 6-peak bead. Etter at datamaskinen som
flowcytometeret er koblet til ble startet ble det funnet frem et templat for vask og rensing av
maskinen, kalt «<wash & clean templat». For hver reagens ble det stilt inn bestemte
parametere. For cleaner, dekontaminering og MQ-vann ble analysen gjennomfert med

parameteren FAST pa fem minutter. Det ble observert at analysen ikke overgikk 100 events/s.

Videre ble det kalibrert med 8-peak bead. Her ble parameterne stilt inn p& SLOW og 10 000
events. Det ble observert at eventene 1& pa omtrent 200 events/s og at plot 3 M12 FL2-H 14
under 5 %. Da instrumentet hadde malt opp 10 000 events var analysen ferdig og det ble
utfort BACKFLUSH for analyse av neste reagens. Her ble det observert at det dryppet dréper

fra aspireringsnalen. Disse ble tarket bort med linsepapir.

Nest siste trinn i kalibreringen var med 6-peak bead reagens. Her ble det brukt samme
parameter som ved 8-peak bead, men det ble observert at plot 6 M12 CV FL-4H hadde en
verdi under 5 %. Etter endt analysering ble det igjen utfort BACKFLUSH og kontrollert at det
kom draper for det ble tarket med linsepapir. Videre ble tuben med MQ-vann plassert inn i
flowcytometeret igjen og kjort med parameteren FAST i1 5 minutter. Instrumentet var da
ferdig kalibrert og klargjort for analyse av prever. Prosedyren Kalibrering av flowcytometer

(vedlegg A.2.4) beskriver alle trinn som inngar ved kalibrering av flowcytometeret.

3.3.3 Analyse pa flowcytometer

Etter 90 minutter ble provene tatt ut fra inkubering og satt pa is dekket med aluminiumsfolie.
En og en prove ble analysert med parameterne SLOW og 20 000 events. Det ble brukt et
templat optimalisert av tidligere bachelorstudenter ved NTNU som inneholdt ferdigstilte gates
for G1/G0-, G2/M- og S-fasene til cellesyklusen, i tillegg til en gate for unknown (11). For &
se resultatene ble FL2-plot 2 studert. For enkelte av provene var ikke gatingen for 4 skille
fasene korrekt i FL-plot 2. Disse ble dermed endret manuelt. Prosedyren Analyse pd
Sflowcytometer (vedlegg A.2.5) beskriver alle trinn som inngér ved analyse av cellesyklus pé

flowcytometer.
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3.4 Analyse av HSP70

3.4.1 Stabilisering og lagring av cellulcert RNA fra provemateriale

Falconrerene med cellesuspensjon fra brenn 1 og 2 i 3.3.1 Fiksering og preparering av
pravemateriale ble videre stabilisert og lagret for analyse ved qPCR. Forst ble
cellesuspensjonen sentrifugert i seks minutter pa 1200 rpm. Videre ble det meste av
supernatanten sugd av. Pelleten ble lost ved & pipettere opp og ned med resterende
supernatant. Deretter ble cellesuspensjonen overfort til RNA-later og satt i kjeleskap. Provene

ble satt til lagring i frys under en uke etter stabilisering i RNA-later.

3.5 Statistiske utregninger av innsamlet data

Innsamlet data fra analyse av preovene pé flowcytometer ble systematisert i tabeller. Videre
ble det utfort en normalfordeling for data. Etter pdvist normalfordeling ble det utfort tosidige
uavhengige t-tester basert pd den innsamlede dataen. T-testene ble utfort mellom stressforsek
én og to, mellom kontroll og hvert stressforsek, og mellom antall stressintervall i hvert
stressforsek. Det ble benyttet hypotesetest der nullhypotesen (HO) vil bevise en likhet mellom
provene og den alternative hypotesen (H1) vil bevise ulikhet mellom prevene.
Signifikansnivéet ble satt pa 5 % og dermed ble nullhypotesen forkastet ved statistisk
signifikante verdier pa eller under 0,05 og den alternative hypotesen ble akseptert. De

statistiske beregningene ble utfort i programmet IBM SPSS statistics 26.
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4.0 Resultat

Resultatet presenterer resultat fra termisk stressforsek hvor cellebrett med seks brenner er
stresset én til fire ganger. Hvert termiske stressintervall betegnes som forste, andre, tredje og
fjerde stressintervall. Etter forste stressintervall har cellene blitt utsatt for stress en gang, etter
andre stressintervall har cellen blitt utsatt for stress to ganger og sd videre. Det er utfort to
paralleller av forsgket; stressforsgk én og stressforsgk to. I tillegg er det analysert et brett 1
form av en kontroll ved hvert stressintervall. Brettene fra kontroll og de to stressforsgkene
hadde seks brenner hvor to brenner ble brukt til analyse av HSP70 og fire brenner til analyse
av cellesyklus. Til sammen er det dermed atte paralleller fra hvert stressintervall som brukes

for 4 studere cellesyklus.

Resultatene fra analyse péd flowcytometer av kontroll, stressforsek én og stressforsek to er
presentert i tabell 3, 4 og 5 (vedlegg A.5). Verdiene er hentet fra histogram vist med eksempel
ifigur 5, 6, 7 og 8 (vedlegg A.4). Provenes navn og forklaring pa dette er beskrevet i vedlegg
A.5. Det observeres hoye verdier i alle fasene ved prove P.4.1.3 (Navngitt som felger: Prove,
fjerde stress/stresset fire ganger, stressforsek én og tredje brenn). Den er dermed valgt a
inkluderes i datasettet, men ekskluderes i enkelte statistiske beregninger. I de statistiske

beregninger hvor P.4.1.3 er ekskludert vil dette vere presisert.

4.1 Gjennomsnittlige verdier fra analyse av cellesyklus

Etter forste stressintervall observeres det 1 G1/G0-fasen 41,5 % 1 stressforsegk én, 39,6 % 1
stressforsek to og 46,5 % i kontroll. Videre observeres det i S-fasen 9,2 % 1 stressforsgk én,
9,5 % 1 stressforsgk to og 10 % i kontroll. I G2/M-fase observeres det 11,1 % 1 stressforsgk
én, 10,0 % 1 stressforsek to og 12,6 % i kontroll.

Etter andre stressintervall observeres det 1 G1/G0-fasen 38,7 % 1 stressforsek én, 41,7 % i
stressforsek to og 39,6 % i kontroll. I S-fasen observeres det her 8,4 % i stressforsgk én, 9,5
% 1 stressforsgk to samt 10,35 % 1 kontroll. I G2/M-fase observeres det 8,6 % 1 stressforsgk
én, 11,0 % 1 stressforsek to og 10,4 % i kontroll.

Etter tredje stressintervall observeres det i G1/GO-fasen 37,4 % i stressforsek én, 39,3 % 1

stressforsek to og 36,3 % i kontroll. I S-fasen observeres det 8,7 % etter stressforsek én, 9,9
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% 1 stressforsek to og 9,2 % 1 kontroll. I G2/M-fase observeres det 10,5 % 1 stressforsek én,
10,3 % i stressforsek to og 9,5 % 1 kontroll.

Etter fjerde stressintervall observeres det i G1/G0-fasen 40,7 % 1 stressforsgk én, 36,4 % 1
stressforsek to og 36,8 % i kontroll. I S-fasen observeres det 9,5 % etter stressforsek én, 7,4
% 1 stressforsek to og 7,25 % i kontroll. I G2/M-fase observeres det 11,6 % i1 stressforsek én,
8,9 % i stressforsek to og 10,2 % i kontroll. Ekskluderes P.4.1.3, en potensiell uteligger, fra
stressforsek én blir resultatet 38,7 % 1 G1/GO-fase, 8,8 % i1 S-fase 0g 9,9 % 1 G2/M-fase.

4.2 Grafisk fremstilling av resultat fra termisk stressforsek
Resultatene fra analyse péd flowcytometer er presentert i tre diagram etter de ulike fasene i
cellesyklus: G1/G0-fasen, S-fasen og G2/M-fasen. 1 diagrammene sammenlignes resultatene

fra de termiske stressforsegkene (vedlegg A.5) opp mot kontrollen.

Diagram 1, G1/G0-fase, inneholder gjennomsnittsverdier hentet fra fabell 3 (vedlegg A.5.1). 1
diagrammet observeres det at kontrollen har en markant heyere verdi etter forste
stressintervall sammenlignet med kontrollene mélt senere. Etter forste stressintervall har
stressforsekene en lavere verdi i G1/GO-fasen satt opp mot kontrollen. Videre etter andre
stressintervall har stressforsekene tilnarmet like verdier som kontrollen, for stressforsekenes

verdier stiger noe over kontrollens verdi etter tredje og fjerde stressintervall.
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Diagram 1: Gjennomsnittsverdien av antall celler, vist i prosent, i G1/G0-fasen etter termisk

stress. De bla kolonnene representerer gjennomsnittsverdien til stressforsok én, stressforsok

to og begge stressforsokene (sammenlagt gjennomsnitt av stressforsok én og to). Gul kolonne

representerer kontrollen. Langs x-aksen vises antall stressintervaller, fra forste til fjerde
stressintervall. Tallene oppgitt over stressforsokenes kolonner er gjennomsnittsverdien for
den spesifikke kolonne, og feilfeltet er standardavviket til de enkelte provene. Kontrollens

gjennomsnittsverdi er oppgitt ved siden av kolonnen.

Diagram 2, S-fase, inneholder gjennomsnittsverdier hentet fra tabell 4 (vedlegg A.5.2). 1

diagrammet observeres det en heyere verdi i kontrollen etter forste og andre stressintervall
sammenlignet med tredje og fjerde stressintervall. Etter tredje stressintervall observeres en
nedgang i kontrollens verdier som faller ytterligere etter fjerde stressintervall. For pravene

utsatt for termisk stress observeres ikke like markante endringer over tid. Stressforsekene

etter forste stressintervall har en noe lavere verdi sammenlignet med kontrollen. Nedgangen i

stressforsekenes verdier tiltar etter andre stressintervall sammenlignet med tilherende

kontroll. Etter tredje stressintervall observeres det en gkning hvor stressforsgk én har en noe
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lavere verdi sammenlignet med kontrollen, og hvor stressforsek to har en heyere verdi enn
kontrollen. Etter fjerde stressintervall ser man en endring: stressforsek én er markant heyere

enn kontrollen, mens stressforsek to kun er noe hayere.

S-fasen
Kontroll —mBegge stressforsek  ® Stressforsek én Stressforsgk to
12 95 12
9,9 ’
9 4 9 2 975 9,4 8,4
10 784 T 1035 8,7 { 10
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=
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2 2
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Antall ganger provene er stresset

Diagram 2: Gjennomsnittsverdien av antall celler, oppgitt i prosent, i S-fasen etter termisk
stress. De bla kolonnene representerer gjennomsnittsverdien til stressforsok én, stressforsok
to og begge stressforsokene (sammenlagt gjennomsnitt av stressforsok én og to). Gul kolonne
representerer kontrollen. Langs x-aksen vises antall stressintervaller, fra forste til fjerde
stress. Tallene oppgitt over stressforsokenes kolonner er giennomsnittsverdien for den
spesifikke kolonne, og feilfeltet er standardavviket til de enkelte provene. Kontrollens

gjennomsnittsverdi er oppgitt ved siden av kolonnen.

Diagram 3, G2/M-fase, inneholder gjennomsnittsverdier hentet fra tabell 5 (vedlegg A.5.3). 1
diagrammet observeres det en heyere verdi i kontrollen etter forste stressintervall
sammenlignet med etterfalgende stressintervall. Kontrollens verdi er tilnaermet stabil etter
andre, tredje og fjerde stressintervall med en liten nedgang etter tredje stressintervall.
Stressforsekene etter forste stressintervall har en lavere verdi sammenlignet med kontrollen,
som 0gsa observeres etter andre stressintervall i1 stressforsek én. Stressforsek to har derimot

en noe hayere verdi. Etter tredje stressintervall har begge stressforsgkene en hegyere verdi
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sammenlignet mot kontrollen. Derimot observeres det at kun stressforsek én har en hoyere

verdi sammenlignet med kontrollen etter fjerde stressintervall.

G2/M-fasen
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Diagram 3: Gjennomsnittsverdien av antall celler, oppgitt i prosent, i G2/M-fasen etter
termisk stress. De bla kolonnene representerer gjennomsnittsverdien til stressforsok én,
stressforsok to og begge stressforsokene (sammenlagt giennomsnitt av stressforsok én og to).
Gul kolonne representerer kontrollen. Langs x-aksen vises antall stressintervaller, fra forste
til fjerde stress. Tallene oppgitt over stressforsokenes kolonner er giennomsnittsverdien for
den spesifikke kolonne, og feilfeltet er standardavviket til de enkelte provene. Kontrollens

gjennomsnittsverdi er oppgitt ved siden av kolonnen.

4.3 Statistiske utregninger av innsamlet data

4.3.1 Uavhengig T-test for a studere forskjeller mellom stressforsokene

Forste t-test ble utfort for & vurdere likheten mellom stressforsek én og stressforsgk to. Det er
ingen statistisk signifikante forskjeller mellom stressforsekene ved en helhetlig analyse som
inkluderer hele datasettet i tabell 3, 4 og 5 (vedlegg A.5), altsa uten inndeling 1 ulike faser.

Dette viser tester utfort med og uten prove 4.1.3. Resultatet viser at stressforsekene er like.
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Samme t-test ble utfort med datasettet delt inn 1 de bestemte fasene, ekskludert verdier fra
prove 4.1.3, som presenteres i tabell 6 (vedlegg A.6.1). Det er en statistisk signifikant
forskjell i G1/GO-fasen mellom stressforsgk én og to etter forste stressintervall (p = 0,03) og
fjerde stressintervall (p = 0,05). Stressforsgkene er derav ulike i G1/GO-fasen etter forste- og

fjerde stressintervall.

I S-fasen er det en statistisk signifikant forskjell etter fjerde stressintervall mellom
stressforsek én og to (p = 0,04). Stressforsekene er derav ulike etter fjerde stressintervall i1 S-

fasen.

Det er en statistisk signifikant forskjell i G2/M-fasen mellom stressforsek én og to etter forste
(p = 0,00) og andre stressintervall (p = 0,00). Stressforsgkene er derav ulike etter forste- og

andre stressintervall 1 G2/M-fasen.

En t-test ble ogsd gjennomfort med P.4.1.3 inkludert i datasettet, resultatene er presentert i
tabell 10 (vedlegg A.6.5). Det er en statistisk signifikant forskjell i S-fasen mellom
stressforsek én og to (p = 0,04). Stressforsekene er derav ulike etter fjerde stressintervall i1 S-

fasen nar P.4.1.3 inkluderes.

4.3.2 Uavhengig t-test for d studere ulikheter mellom stressforsok og kontroll

Andre t-test ble utfort for & observere ulikheter mellom stressforsekene og kontroll for &
videre vurdere om det har forekommet endringer i cellesyklus, som for eksempel en
cellesyklusarrest, som folge av termisk stress. Resultatene fra t-testen er presentert i tabell 7

(vedlegg A.6.2).

I G1/GO-fasen er det en statistisk signifikant forskjell etter fjerde stressintervall mellom
kontroll og stressforsek én (p = 0,04). Etter fjerde stressintervall observeres det en hoyere

verdi i G1/GO-fasen i stressforsek én sammenlignet med kontrollen.
I S-fasen er det statistisk signifikant forskjell i stressforsek én etter andre stressintervall

mellom kontroll og preve (p = 0,03) og etter fjerde stressintervall mellom kontroll og preve (p

=0,02). I stressforsgk én ble det i S-fasen etter andre stressintervall observert en lavere verdi
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sammenlignet med kontrollen, mens det etter fjerde stressintervall ble observert en hoyere

verdi.

I G2/M-fasen er det en statistisk signifikant forskjell etter fjerde stressintervall mellom
kontroll og stressforsek to (p = 0,05). I stressforsgk to ble det i S-fasen etter fjerde

stressintervall observert en lavere verdi sammenlignet med kontrollen.

En t-test ble ogsa gjennomfert med P.4.1.3 inkludert i datasettet, resultatet er presentert i
tabell 10 (vedlegg A.6.5). Det er en statistisk signifikant forskjell etter fjerde stressintervall
mellom kontroll og stressforsek én i S-fasen (p = 0,03). Nar P.4.1.3 inkluderes i datasettet
observeres det etter fjerde stressintervall en hoyere verdi i S-fasen i stressforsgk én

sammenlignet med kontrollen.

4.3.3 Uavhengig T-test for a studere ulikheter ved gjentatte stressintervall

Tredje t-test ble utfort for & observere endringer mellom antall stressintervall for prevene.
Dette ble gjort mellom stressintervallene i stressforsek én og mellom stressintervallene i
stressforsek to. Datasettet brukt ekskluderer verdiene fra P.4.1.3 og resultatet presenteres i

tabell 8 (vedlegg A.6.3) og -9 (vedlegg A.6.4).

Det er en statistisk signifikant forskjell 1 G1/G0-fasen i stressforsek én mellom prevene etter
forste- og andre stressintervall (p = 0,01), tredje stressintervall (p = 0,01) og fjerde
stressintervall (p = 0,02). Videre i samme fase er det en statistisk signifikant forskjell i
stressforsek to mellom prevene etter fjerde stressintervall og forste stressintervall (p = 0,01),
andre stressintervall (p = 0,01) og tredje stressintervall (p = 0,04). I stressforsgk én observeres
det 1 G1/GO-fasen en heoyere verdi etter forste stressintervall sammenlignet med etterfolgende
stressintervall. I stressforsgk to observeres det i G1/G0-fasen en lavere verdi etter fjerde

stressintervall sammenlignet med foregdende stressintervall.

Det er ingen statistisk signifikant forskjell i S-fasen mellom prevene fra stressforsek én. Fra
stressforsek to observeres det derimot statistisk signifikant forskjell mellom provene etter
fjerde- og ferste stressintervall (p = 0,01), andre stressintervall (p = 0,02) og tredje
stressintervall (p = 0,00). I stressforsgk to observeres en lavere verdi etter fjerde

stressintervall sammenlignet med foregdende stressintervall.
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Det er statistisk signifikant forskjell i G2/M-fasen i stressforsek én mellom provene: Etter
forste- og andre stressintervall (p = 0,00), og etter andre- og tredje stressintervall (p = 0,01).
Videre observeres det statistisk signifikante forskjeller i stressforsek to mellom prevene etter
forste- og fjerde stressintervall (p = 0,01), og mellom provene etter andre- og fjerde
stressintervall (p = 0,01). I stressforsgk én observeres det i G2/M-fasen en lavere verdi etter
andre stressintervall sammenlignet med forste- og tredje stressintervall. Tilsvarende
forekommer 1 stressforsgk to hvor det i G2/M-fasen observeres en lavere verdi etter fjerde

stressintervall sammenlignet med forste- og andre stressintervall.
En t-test ble ogsd gjennomfort med P.4.1.3 inkludert i datasettet. Resultatet presentert i tabell

10 (vedlegg A.6.5) viser at det ikke er statistisk signifikante forskjeller i stressforsek én etter

fjerde stressintervall og foregaende stressintervall nar P.4.1.3 inkluderes.
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5.0 Diskusjon

5.1 Cellekultivering

CHSE-214-cellene hadde god vekst uten tegn til kontaminering gjennom hele forseket, se
figur 5 og -6 (vedlegg A.3). Etter splitting fra celleflasker til cellebrett, ble det observert ujevn
konfluens hvor fordeling av celler i de respektive brennene ikke var uniform. Konfluensen ble
1 enkelte omrader observert til & veere opp mot 100 % mens den i andre omrader var nede i 20
%. Arsaken til dette var antatt & veere darlig fordeling av cellesuspensjon under splitting. Dette
ble kontrollert ved at det ble gjennomfert en ny splitting fra celleflaske til cellebrett hvor
medium og cellesuspensjon ble blandet godt ved splittingen. Ogsé her viste cellene ujevn

konfluens i brennene, noe som indikerer at fordeling av cellesuspensjon ikke var arsaken.

Omradene med hoy konfluens ekte raskt til tilneermet 100 %, i motsetning til omrddene med
lavere konfluens. Der gikk veksten mer langsomt. Dette skyldes trolig CHSE-214-cellenes
behov for cellesignalisering ved celleproliferasjon, som nevnt i 2.5 CHSE-214 (44).
Ujevnheten i konfluens resulterte i at bedemmelsen av konfluens ble utfordrende. Det var
usikkert om veksten var i enkelte av brennene var i eksponentiell fase ved oppstart av

forsgket.

Ved 100 % konfluens kan cellene oppleve kontaktinhibering, noe som vil bremse cellenes
videre vekst. Cellene kan begynne a vokse i flere lag, slik at de underliggende cellene ikke far
tilgang pd naring. Dette resulterer 1 en okt stressrespons og en potensiell folgelig
cellesyklusarrest (10;20). Konfluensen nadde tilneermet 100 % etter fjerde stressintervall. Fra
tredje- til fjerde stressintervall, var det 24 timer hvile. Dette er trolig ikke tilstrekkelig tid til at

cellene har dannet flere lag og vil dermed ikke pavirke resultatene.

5.2 Termisk stressforsek

Stressforsegket ble utfort over fire dager i stedet for ni, som 1 utgangspunktet var planen. Dette
grunnet uforutsett nedstengning av laboratoriene ved NTNU i Alesund som folge av
koronavirus-pandemien. Under forsgket ble brettene utsatt for termisk stress 1 noyaktig to
timer. De fikk deretter hvile i 24 timer for neste stressinitiering. Temperatur, hviletid og
lengden pé stressintervallene ble valgt pa bakgrunn av resultat av tidligere studier i

forbindelse med bacheloroppgaver ved NTNU i Alesund: To timer var tilstrekkelig tid for 4 fa
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en stressrespons, og 24 timer var tidsintervallet som var nedvendig for at cellen gikk tilbake
til normalt nivd. Det termiske stresset ble utfort ved 26 °C, da dette er en temperatur som gir

CHSE-214-celler en stressrespons uten at de gar i apoptose (11;12;49).

5.3 Fiksering, preparering og analyse av prevemateriale pa flowcytometer

Umiddelbart etter at cellene hadde vert utsatt for termisk stress i to timer, ble
fikseringsprosedyren, vedlegg A.2.3, padbegynt. Tiden brukt fra uttak av inkubatorskap til
trinn 17; plassering i frys, varierte mellom 21-28 minutter. Da cellene kan bli utsatt for
stressfaktorer som for eksempel temperaturen i rommet eller mangel pd medium, er
fikseringstiden kritisk. Blir cellene utsatt for et slikt stress, kan det gi en cellesyklusarrest som
ikke er forarsaket av selve stressforsgket. En fikseringstid pa under 30 minutt er trolig ikke

lenge nok til & fordrsake en cellesyklusarrest (20).

Under fiksering og preparering ble det besluttet & ekskludere PBS brukt til skylling og
medium fra prevematerialet. Avgrensningen ble satt pa bakgrunn av oppgavens fokus pé
endringer i cellesyklus i levende celler. Da CHSE-214-celler vokser bundet til en overflate
ville PBS og medium i hovedsak inneholdt frittflytende celler som er dede eller ner dede
(41;42). De frittflytende cellene kunne hatt en innvirkning pa resultatet, men denne
pavirkningen ville trolig vaert minimal. Inkludering av PBS og medium ville ogsé krevd et
ekstra sentrifugeringstrinn for 4 oppkonsentrere cellene. Dette ville medfert lengre

fikseringstid med den konsekvens at cellene ville blitt utsatt for mulige stressfaktorer.

For a lasne cellene fra brennens overflate ble det brukt en celleskrape etter trypsineringen.
Bruk av celleskrape kan mekanisk skade cellene og fere til en storre andel debri ved analyse
pa flowcytometer. Okt debri kan vare en variabel som pévirker resultatet fra analysen av
cellesyklus (48). For & fjerne denne variabelen ma metoden optimaliseres slik at mengden
debri er tilnaermet lik i alle provene. Som en konsekvens av nedstengning av laboratoriet og
dermed begrenset tid ved utforelse av forseket, ble det derfor valgt & ikke inkludere analyse
av okt debri 1 oppgaven. En annen konsekvens av laboratoriets nedstengning var stor pagang
og heyt forbruk av blant annet celleskraper. Det ble nedvendig & bruke samme celleskrape pa
alle prover som ble fiksert samme dag. Celleskrapen ble vasket i etanol og terket for den ble
brukt i ny brenn. Det er vurdert at fremgangsmaéte for rens av celleskraper ikke har pavirket

resultatet.
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Under analyse av cellesyklus pa flowcytometeret ble det observert en forskyvning av
cellesyklus mot venstre langs x-aksen pa plot 2 i enkelte prover. X-aksen viser storrelsen pa
cellene i plottet. En forskyvning mot venstre betyr dermed at en hayere andel av cellene er
mindre. Forskyvningen forekommer i enkelte av pravene ved alle stressintervallene, noe som
indikerer at rsaken ikke har en sammenheng med antall stressintervaller. Konsekvensen er at
de forhandsinnstilte gatingene som skiller fasene i cellesyklus ikke lenger dekker korrekt
omrade. Gatingene ble derav endret manuelt. I utferelsen kan det ha forekommet avvik, men

da avvikene vil veere minimale, vil det trolig ikke ha pavirket resultatet nevneverdig.

5.4 Analyse av cellesyklus

Basert pa gjennomsnittsverdiene av celler i de enkelte fasene (vedlegg A.5), observeres det
mindre endringer i cellesyklus, men ingen sterke indikasjoner pa en cellesyklusarrest. For &
vurdere om de observerte endringene er statistisk signifikante, ble det utfort t-tester. Ved bruk
av t-test 1 denne oppgaven, er det to usikkerhetsmomenter. Det forste momentet er at til tross
for at p-verdier pa eller under 0,05 vil gi et statistisk signifikant resultat, er det opp til 5 %
sannsynlig at resultatet skyldes tilfeldigheter. Som felge av dette, kan ikke en t-test alene
brukes for 4 fastsla at det har forekommet endringer i cellesyklus (50). Det andre momentet er
at et lavere antall verdier vil gi et mindre pélitelig resultat. Ved hvert stressintervall var
utgangspunktet at totalt fire paralleller hver for stressforsek én og to skulle analyseres. Det ble
ved enkelte stressintervaller analysert ferre paralleller. Feerre analyserte paralleller var en
konsekvens av feilkilder under utforelse av prosedyrene, kombinert med begrenset tid for
utforelse som en folge av koronavirus-pandemien. Resultatene som viser en p-verdi pa 0,00
vil i denne oppgaven vere upélitelige, da for fa verdier, som nevnt, vil gi et mindre palitelig
resultat. P4 tross av at en p-verdi pa 0,00 betyr at resultatet er en konsekvens av termisk stress
da det er 0 % sannsynlighet for at resultatet skyldes tilfeldigheter, vil man ikke kunne bruke

dette resultatet alene for & bekrefte endringer i cellesyklus.

For videre t-tester ble utfort, ble parallellene fra stressforsek én og to sammenlignet med
hverandre for & vurdere likheten. Sammenligningen ble gjort da ulike paralleller ikke kan
brukes i samme t-test. Resultatet fra t-testene som inkluderte hele datasettet med verdier fra
alle fasene indikerte at stressforsekene var like. Videre ble det utfort t-tester med datasett fra
de ulike fasene; G1/GO0-, S- og G2/M-fasen, hver for seg, se tabell 6 (vedlegg A.6.1) og tabell
10 (vedlegg A.6.5). Disse t-testene viste flere statistisk signifikante forskjeller mellom

stressforsekene. Mulige arsaker til forskjellene kan veare avvik under utforelse av
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prosedyrene, men ingen konkrete arsaker ble avdekket. P4 bakgrunn av dette ble det valgt a

skille stressforsgk én og to 1 videre t-tester.

5.4.1 Analyse av cellesyklus etter forste stressintervall

Under analyse av enkelte av parallellene av kontroll etter forste stressintervall, var det for fa
celler til 4 fullfere flowcytometerets analyse pa 20 000 celler. Det er dermed kun én parallell
som gjenstar. Kontrollen etter forste stressintervall, med en verdi pa 46,5 % i1 G1/GO-fasen, er
betydelig hoyere enn resterende kontroller i samme fase, se fabell 3 (vedlegg A.5.1). Det er en
forskjell pé hele 6,9 fra kontroll etter forste stressintervall til kontrollen med nest hoyest
verdi; kontroll etter andre stressintervall. Videre har kontrollen etter forste stressintervall ogsa
en av de hoyeste verdiene i S- og G2/M-fasen sammenlignet med kontroller fra andre
stressintervall, se tabell 4 (vedlegg A.5.2) og -5 (vedlegg A.5.3). Sammenlignet med
stressforsek én og to, har kontrollen hgyere verdier i alle fasene etter forste stressintervall. De
merkbart hoye verdiene, kombinert med at denne forekomsten kun fant sted ved én enkelt
parallell, indikerer at det kan ha forekommet et avvik og at kontrollen dermed er en uteligger.
En ny analyse av kontroll etter forste stressintervall, var planlagt for & vurdere om verdien var

en uteligger. Dette ble derimot ikke mulig som folge av nedstengingen av laboratoriet.

Minimumskravet pé to verdier for & utfere en t-test medforte at t-tester som inkluderte
kontroll etter forste stressintervall ikke kunne utfores. Mer spesifikt gjelder dette t-tester
mellom kontroll og stressforsgk én eller to. En slik sammenligning av kontroll og preve etter
et gitt stressintervall, gir sterkere indikasjoner pa eventuelle endringer i cellesyklus da det
fjerner alle andre variabler foruten det termiske stresset. Som tidligere nevnt i 5.4 Analyse av
cellesyklus er en verifisering ikke mulig i denne oppgaven da t-testen har flere svakheter og
det er analysert et lite antall paralleller ved hvert stressintervall. Kontrollen etter forste
stressintervall blir her vurdert & vare en uteligger, og en sammenligning av kontroll og
stressforsek er ikke hensiktsmessig. Droftingen av resultatene etter forste stress vil dermed

ikke gi like presise og fullverdige konklusjoner som ved etterfolgende stressintervall.

Etter forste stressintervall har stressforsek én en hoyere verdi i G1/G0-fasen sammenlignet
med etterfolgende stressintervall i samme stressforsek, se diagram 1. Dette vises som en
statistisk signifikant forskjell i t-testen mellom stressforsek én og etterfolgende stressintervall,
se tabell 8 (vedlegg A.6.3). Den hoye verdien kan indikere at det er forekommet en G1-arrest

etter forste stressintervall. Differansen mellom gjennomsnittsverdiene etter forste
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stressintervall og resterende stressintervall i stressforsgk én, er derimot liten: Forste
stressintervall har en verdi pa 41,5 % og resterende har en verdi pd 37,4-38,7 %, se tabell 3
(vedlegg A.5.1). Det er dermed mindre trolig at den observerte endringen er en

cellesyklusarrest. Denne endringen kan i stedet forklares med naturlige variasjoner i provene.

Videre, i G2/M-fasen, observeres det en statistisk signifikant forskjell mellom forste og andre
stressintervall i stressforsek én, se tabell 8 (vedlegg A.6.3), og mellom forste og fjerde
stressintervall i stressforsek to, se tabell 9 (vedlegg A.6.4). Forste stressintervall har den
hayeste verdien, men forskjellene er minimale. T-testene mellom forste stressintervall og
resterende stressintervall viser ingen signifikante verdier. Som en folge av dette er resultatet

trolig en konsekvens av naturlige variasjoner.

5.4.2 Analyse av cellesyklus etter andre stressintervall

Etter andre stressintervall observeres en nedgang i S-fasen i begge stressforsgk sammenlignet
med kontroll, se diagram 2. I t-testen utfort mellom stressforsek én og kontroll observeres
dette som en signifikant forskjell, se fabell 7 (vedlegg A.6.2). En nedgang i S- eller G2/M-
fasen er vanlig nér man ser en ekning i G1/GO-fasen, en G1-arrest. Det observeres en svak
okning i stressforsek to, se diagram 1. T-testene gir derimot ingen signifikant forskjell i
G1/GO-fasen etter andre stressintervall i verken stressforsgk én eller stressforsgk to. Dette

indikerer at reduksjonen i S-fasen er forarsaket av naturlige variasjoner.

5.4.3 Analyse av cellesyklus etter tredje stressintervall

Etter tredje stressintervall observeres det ingen statistisk signifikante endringer mellom
kontroll og stressforsekene. Det observeres derimot en statistisk signifikant forskjell 1 G2/M-
fasen mellom andre og tredje stressintervall i stressforsek én, se tabell 8 (vedlegg A.6.3).
Forskjellen observeres som en gkt verdi etter tredje stressintervall. I diagram 3 observeres det
at bade stressforsek én og to har en hayere verdi sammenlignet med kontroll, men at

differansen er minimal. Det samme observeres i diagram 1.

5.4.4 Analyse av cellesyklus etter fjerde stressintervall
P.4.1.3, en av parallellene i stressforsek én, har en verdi pa 46,7 % i G1/GO-fasen, en verdi
som er betydelig hgyere enn i resterende prover tatt ved dette tidspunktet, se fabell 3 (vedlegg

A.5.1). De resterende tre provene har verdier som ligger mellom 37,7 %-39,7 %. Med fa
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paralleller som utgangspunkt er det usikkert om denne haye verdien er en uteligger eller en
naturlig variasjon i datasettet. Dersom det antas at parallellen ikke er en uteligger kan den
heye verdien indikere en cellesyklusarrest forarsaket av det termiske stresset. For & bekrefte
eller avkrefte at proven er en uteligger kreves det flere paralleller til hvert stressintervall. P4
bakgrunn av resultatene som ligger til grunn for oppgaven er det valgt & inkludere P.4.1.3 i

tabeller og diagram, men den er ekskludert i enkelte t-tester.

I S-fasen er kontrollens verdi etter fjerde stressintervall betydelig lavere sammenlignet med
foregdende kontroller, se diagram 2. Den har en verdi pa 7,25 %, mens resterende kontroller
har en verdi pd 9,2-10 %, se tabell 4 (vedlegg A.5.2). Den observerte verdien i kontroll etter
fjerde stressintervall virker isolert sett svert hay, men sammenlignes den med stressforsekene
fremstér verdien som normal. Stressforsek én har en verdi pd 9,5 % og stressforsgk to en
verdi pa 7,4 %, se tabell 4 (vedlegg A.5.2). Den observerte differansen mellom kontroll og
stressforsegk to er minimal. Dette indikerer at kontrollens verdi ikke er et resultat av avvik,

men i stedet er en naturlig variasjon.

Stressforsek to etter fjerde stressintervall har de laveste verdiene i G1/G0- og S-fasen
sammenlignet med foregéende stressintervall. Dette vises som statistisk signifikante
forskjeller med alle foregdende stressintervall, se tabell 9 (vedlegg A.6.4). Det samme
observeres i G2/M-fasen mellom fjerde stressintervall og ferste- og andre stressintervall, se
tabell 9 (vedlegg A.6.4). Til tross for en lavere verdi sammenlignet med foregéende
stressintervall har stressforsek to en tilnaermet lik verdi som kontrollen i bidde G1/GO- og S-

fasen, se diagram 1 og 2.

Resultatene fra t-testene utfort mellom kontroll og hver av de to stressforsekene, presentert i
tabell 7 (vedlegg A.6.2), viser signifikante forskjeller i flere faser. Stressforsek én opplever en
okning i bdde G1/GO0- og S-fasen, mens stressforsek to opplever en nedgang i G2/M-fasen. En
nedgang i G2/M- og/eller S-fasen kan indikere en pabegynt G1-arrest. @kningen i G1/GO-
fasen i stressforsek én statter opp under dette. Til tross for dette finner ekningen sted 1
G1/GO0-fasen i stressforsek én, mens den observerte nedgangen finner sted 1 G2/M-fasen i
stressforsek to. Det kan i dette tilfellet ikke konkluderes med at det er noen cellesyklusarrest
da resultatene er fra ulike stressforsgk. Det observeres ingen indikasjoner pa G1-arrest dersom
prove 4.1.3 inkluderes i t-testen, se tabell 10 (vedlegg A.6.5). Her er det kun en gkning i S-

fasen i stressforsek én og det forekommer ingen endring i G1/GO-fasen.
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5.4.5 Oppsummering av analyse av cellesyklus

Med unntak av kontroll etter forste stressintervall og P.4.1.3, som blir vurdert som uteliggere,
er det observert minimale endringer i cellesyklus. Uten betydelige endringer i cellesyklus ville
en komparativ analyse for & studere uttrykkelse av biomarkerer som HSP70 vart nyttig for a
pavise en stressrespons i cellene. Okt produksjon av HSP70 er en del av sekundarresponsen,
mer spesifikt den cellulere responsen, hos organismer utsatt for stress. En studie som
underseker stressrespons i form av uttrykkelse av HSP70 i CHSE-214-celler viser et forhagyet
uttrykk av HSP70 etter to timer termisk stress med en ytterligere okning etter fire-seks timer
(12). Utrykking av HSP70 kan videre indusere en G1- eller G2/M-arrest (33). Genuttrykk av
HSP70 over normalniva vil dermed vare en palitelig komparativ analyse som kan underbygge

eventuelle resultater som antyder en cellesyklusarrest.

Verdien observert etter forste stressintervall 1 G1/G0-fasen i stressforsek én, se tabell 3
(vedlegg A.5.1), er hayere sammenlignet med etterfolgende stressintervall, men den
observerte differansen er marginal. En sammenligning av stressintervallene gir en svakere
indikasjon pé endringer i cellesyklus, men da kontroll er vurdert & vere en uteligger er det
ikke mulig med en sammenligning av kontroll og stressforsek etter forste stressintervall. En
forklaring pa observasjonene er at det har forekommet en G1-arrest etter forste stressintervall
etterfulgt av en tilvenning til det termiske stresset. I en slik tilvenning vil cellenes
stressrespons, inkludert en eventuell cellesyklusarrest, reduseres ved gjentatte stressintervall
og til slutt opphare. Cellene er dermed ubeskyttet mot stressoren, slik at stresset blir kronisk.

Dette vil skade cellene og kan fore til sykdom og eventuell ded (10;20).

En tre dager lang studie undersekte effekten naturlige temperatursvingninger i elver har pa
stressresponsen hos atlantisk laks, mer spesifikt uttrykkelsen av HSP70, og om det foregar en
tilvenning til det termiske stresset. Det ble observert at en temperaturekning opp til maksimalt
27 °C forte til okt uttrykkelse av HSP70. Forseket konkluderte videre med at tre dager ikke
var tilstrekkelig tid til at fisken ble tilvendt stresset og opplevde en sékalt heat-hardening-
respons (14). Konklusjonen fra studien svekker den overnevnte tolkningen av gkningen i
G1/GO0-fasen; en Gl-arrest etter forste stressintervall og en videre tilvenning til det termiske
stresset. Den svekkes pa bakgrunn av at de tre dagene studien varte ikke var tilstrekkelig for &
oppna en slik respons. Derfor vil de fire dagene dette stressforseket varte, en dag lenger enn i

studien, trolig heller ikke vaere det.

35



Antagelsen om at det har oppstatt en tilvenning til det termiske stresset er avhengig av at
stressforsekenes verdier nermer seg kontrollens verdier etter gjentatte stressintervall.
Resultatene fra t-test utfert mellom kontroll og stressforsek én etter fjerde stressintervall
svekker ytterligere bevisene for en tilvenning. Dette da det observeres en gkning 1 G1/GO-
fasen etter fjerde stressintervall, se tabell 7 (vedlegg A.6.2). I stressforsgk to observeres
derimot en tilneermet lik verdi i bdde G1/GO0- og S-fasen etter fjerde stressintervall, se
diagram 1 og 2. Videre viser t-testene som sammenligner fjerde stressintervall i stressforsek
to med foregdende stressintervall at fjerde stressintervall har en lavere verdi, se tabell 9
(vedlegg A.6.4). Dette er likevel ikke en palitelig indikasjon pa en tilvenning da ogsé
kontrollens verdi er lavere etter fjerde stressintervall sammenlignet med foregaende

kontroller. Det kan potensielt vere en naturlig variasjon i kontrollen og stressforsek to.

Den signifikante ekningen i G2/M-fasen etter tredje stressintervall kan vare en indikasjon pa
en cellesyklusarrest, men som nevnt i 5.4.3 Analyse av cellesyklus etter tredje stressintervall
er dette trolig en naturlig variasjon. Ved okt uttrykkelse av HSP70 i celler kan det forekomme
en G2/M-arrest, men en G2/M-arrest blir ikke observert i denne oppgaven. En studie pa
fibroblastceller fra museembryo som undersgker sammenhengen mellom en gkt uttrykkelse
av HSP70 og G2/M-arrest kan forklare drsaken til fravaeret av G2/M-arrest i det termiske
stressforseket. I studien demonstreres det at en mild dose stress alene ikke er nok til &
indusere en cellesyklusarrest. Mildt stress etterfulgt av dedelig stress vil derimot fore til at
cellen gar inn i en G2/M-arrest. Den dedelige dosen vil normalt fere til at cellen gér inn i
apoptose, men det gkte nivaet av HSP70 som folge av foregdende mildt stress forhindrer dette
(33). Det er derfor mulig at en hoyere dose stress i form av en hgyere temperatur eller et
lenger stressintervall kreves for & se en cellesyklusarrest. Studien viser derimot kun effektene
av ett og to stressintervall, ett mildt stress og ett dedelig stress. Den omfatter med andre ord
ikke gjentatte stressintervall og en G2/M-arrest kan derfor ikke utelukkes ved utforelse av

flere stressintervall enn de fire indusert i dette stressforsgket.

5.5 Analyse av HSP70

Celler ble isolert fra to av brennene pa hvert brett brukt i forseket, altsd bade stressforsgk og
kontroller, for analyse av HSP70. Nar cellesuspensjonen ble tilsatt i RNA-later oppstod det
noe bobling ved pipettering. Dette gjorde at ikke alt av cellesuspensjonen kom med. Ved

analyse av HSP70 ved qPCR vil dette trolig ikke pavirke analysen da det tas hoyde for
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eventuelle variasjoner i antall celler ved videre preparering. Den videre prepareringen og
analysen av HSP70 etter tilsetning i RNA-later ble ikke utfort grunnet koronavirus-pandemien

som forte til nedstengning av laboratoriet.

5.6 Videre forskning

Ved analyse av cellesyklus i CHSE-214-celler etter gjentatt mildt termisk stress ble det
observert sma til ingen endringer i verdiene i de ulike fasene. Dette indikerer at det ikke har
forekommet en cellesyklusarrest. Ved videre forskning vil flere paralleller til hvert
stressintervall i tillegg til en komparativ analyse i sterre grad kunne validere forsekets
resultater. For a kartlegge effekten gjentatt stress har pa cellene mé forseket utvides over flere
dager. I tillegg vil det veere nyttig a studere et lengre stressintervall eller eventuelt en hoyere
temperatur. Dette vil gi informasjon om stresset som kreves for at det skal forekomme en
cellesyklusarrest i CHSE-214-celler. Det er per i dag {4 studier som har studert effekten

gjentatt stress har pé celler, serlig nédr det gjelder celler fra fisk.

Konsekvensene gjentatt mildt termisk stress har pa fisk blir stadig viktigere, ettersom at fisk,
som en folge av global oppvarming, stadig opplever hoyere temperaturer. Blant annet vil det
vare viktig & forstd antall stressintervall som kreves for cellene eventuelt tilvenner seg
stresset. En slik respons, eller mer spesifikt mangel pé en respons, vil vere skadelig for
fisken. Stressresponsen beskytter cellene mot skade ved & opprettholde cellenes homeostase.
Over tid kan en mangel pé stressrespons fore til et nedsatt immunforsvar og en eventuell ded.
Okt dedelighet blant fisk og en folgelig nedgang i bestander vil kunne ha store konsekvenser
for fiskerinaringen. Det er derfor viktig & forstd omfanget av gjentatt mildt termisk stress pa

fisk da dette bade kan pavirke menneskers ekonomi og levesett.
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6.0 Konklusjon

Analysen av cellesyklus i CHSE-214-celler ved bruk av flowcytometer viste liten variasjon
mellom prover utsatt for termisk stress og kontroll. I utgangspunktet indikerer dette at cellene
ikke pavirkes av mildt termisk stress ndr dette gjentas opp til fire ganger med et stressintervall
pa to timer og en hviletid pd 24 timer. Den svake gkningen observert i G1/G0-fasen etter
forste- og fjerde stressintervall kan likevel vare en respons pé termisk stress. For a kunne
avgjore om termisk stress er drsaken til ekningen, eller om det er et resultat av naturlig
variasjon, kreves det derimot flere paralleller til de enkelte stressintervallene. Qkningen i
G1/GO0-fasen etter fjerde stressintervall indikerer at det ikke har forekommet en tilvenning til
det termiske stresset. For & underseke cellenes tilvenning til stress vil en komparativ analyse,
som for eksempel en analyse av biomarkeren HSP70, vaere fordelaktig. En slik analyse vil gi
bedre forstdelse av sammenhengen mellom gjentatt termisk stress og endringer i
stressresponsen. Resultatene indikerer videre at én til fire stressintervall med mildt termisk
stress ikke forer til store nok endringer i cellesyklus til at det forekommer en

cellesyklusarrest.
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A.0 Vedlegg

A.1 Reagenser

Tabell 2: Tabellen viser de ulike reagensene og kit som ble brukt i forsokene, inkludert

artikkelnummer og leverandor.

Reagens Artikkelnummer Leverander
Cellebrett E200235D Greiner bio-one
Celleflasker 734-2313 VWR
CHSE-214 91041114-1VL Sigma-Aldrich
Dulbecco’s Phosphate D8537 Sigma-Aldrich
Buffered Saline (PBS)

Rektifisert sprit 200-578-6 Kemetyl
Etanol 96%

Fetal Bovine Serum (FBS) A3160801 Gibco

One Shot

Flow Cytometer Fluid kit 1811556540 BD Bioscience
Gentamicin Reagent solution | 15750-060 Gibco

HBSS SH30588.01 HyClone

L-15 Medium (Leibovitz) SLCC5700 Sigma-Aldrich
PI/RNase F10797 Thermo Fisher Scientific
RNA-later 148036916 Qiagen
Spherotech 6-peak 653145 BD Accuri
Validation beads

Spherotech 8-peak 653144 BD Accuri
validation beads

Trypsin-EDTA (0.25%) 2085461 Gibco
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A.2 Prosedyrer

A.2.1 Rutiner i cellelaboratoriet

Prosedyre for rutiner som skal folges i cellelaboratoriet for & forhindre kontaminering i

cellekulturen og spredning av cellemateriale i miljoet. Prosedyren er opprinnelig hentet fra

celledyrkningskurs i faget anvendt bioteknologi ved NTNU.

10.

11

12.
13.
14.

. For entring til cellelaboratoriet ma det tas pa skotrekk

Hvis UV-skiltet henger pa deren, serg for & skru av UV-lampen med en gang du gar
inn i laboratoriet.

LAF-benken ma skrus pa 15 minutter for bruk. Forsikre deg om at luftstremmen i
benken har korrekt hastighet for bruk.

Ha alltid pa labfrakk, og hvis du har langt hidr ma dette opp i strikk.

Vask hendene og ta pa deg hansker. Desinfiser hanskene med 70 % etanol. Spray
armene med 70 % etanol.

Spray innsiden av LAF-benken med 70 % etanol nar du skrur pd LAF-benken. Alt
inne 1 LAF-benken skal vare dekket av 70 % etanol for det legges inn.

Tork opp sel med en gang med papir og vask overflaten med 70 % etanol.

Under arbeid, ha sé fi objekter som mulig inne i LAF-benken, og unngd & ha noe
direkte pé luftstrommen.

Planlegg arbeidet i LAF-benken. Alt av utstyr som skal brukes skal vaere plassert for
start av arbeid. Medium og saltlgsninger burde ha ideell temperatur for du begynner &
bruke dem. Unngé & ga ut og inn av LAF-benken flere ganger under arbeid med celler.
Hvis du mé ta ut hendene fra LAF-benken mé de sprayes med 70 % etanol for du tar
dem inn igjen.

Aldri apne cellekulturflasker, brett eller pipettespisser for du entrer LAF-benken. Ta
alltid pd lokk sé raskt som mulig etter bruk.

. Bruk beholder for brukt medium og pipettespisser inne i kabinettet og kast innholdet i

biohazard-beholder etter du har fullfert arbeidet.

Aldri berer serologiske pipetter direkte.

Alle lokk skal vende med innsiden ned nar de er tatt av flaskene.

Aldri arbeid med to ulike cellelinjer i LAF-benken pd samme tid siden dette kan fore

til kryss-kontaminering.
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15.

16.
17.

18.
19.

Aldri bruk samme pipette i to ulike beholdere eller legg igjen pipetten i flasken etter
bruk.

Prov & ikke beror flaskehalsen med pipetten.

Ver sa stille som mulig nar du arbeider i LAF-benken. Bruk ansiktsmaske ved
forkjelelse.

Arbeid sé raskt som mulig.

Legg cellene tilbake i inkubatoren etter at arbeidet er ferdig. Ta vekk alle objekter fra
LAF-benken og vask benken med 70 % etanol. Sett pa coveret til LAF-benken og skru
pa UV-lyset. Ingen skal oppholde seg i cellelaboratoriet nar UV-lyset star pa. Dette

kan medfere alvorlige brannskader pa huden. Skru av UV-lyset etter to timer.
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A.2.2 Cellekultivering

Prosedyre som beskriver fremgangsmaéte ved dyrkning og splitting av CHSE-214-celler.

Prosedyren er opprinnelig hentet fra celledyrkningskurs i faget anvendt bioteknologi ved

NTNU.

10.
11.
12.
13.

14.

Start LAF-benk etter prosedyre.
Klargjer utstyr og planlegg i arbeidet i LAF-benk.
Sjekk konfluensen til cellene i et invertmikroskop, skal vere mellom 70-80 % ved
splitting.
Sug av og kast gammelt medium.
Skyll cellene forsiktig 2x5 ml med HBSS. HBSS suges av og kastes.
0,5 ml 0,25 % Trypsin tilsettes og fordeles godt over alle cellene ved & bevege flasken
sakte fra side til side. La std i romtemperatur.
Dunk forsiktig pa flasken og studer denne under invertmikroskop. Nar minst 80 % av
cellene har losnet er trypsineringen ferdig.
Tilsett 4 ml L-15 medium for & inaktivere Trypsin.
Bland forsiktig cellesuspensjonen og overfor den til et 15 ml falconrer.
Sentrifuger cellesuspensjonen pa 1200 rpm i tre minutt.
Sjekk at det har blitt dannet en cellepellet for supernatanten suges av og kastes.
Tilsett 1 ml L-15 medium for & lgsne pelleten. Pipetter opp og ned til pelleten er lost.
Tilsett L-15 medium til cellesuspensjonen. Volum som skal tilsettes avhenger av
splittingsforhold og arealet til den nye beholderen. Det totale volum av
cellesuspensjon og medium i nye celleflasker eller cellebrett skal vaere 20 ml i en 75
cm? celleflaske og 6 ml i hver 9,6 cm? brenn i et cellebrett med seks brenner.
a. 5 ml L-15 medium tilsettes cellesuspensjonen ved splitting til 75 cm?
celleflasker med 1:2 forhold.
b. 8 ml L-15 medium tilsettes cellesuspensjonen ved splitting til cellebrett med
9,6 cm? brenner med 1:3 forhold.
Tilsett L-15 medium til nye celleflasker eller cellebrett. Volum avhenger av
splittingsforhold og arealet til den nye beholderen.
a. 17 ml L-15 medium tilsettes to nye celleflasker ved splitting til 75 cm?
celleflasker med 1:2 forhold.
b. 5,5 ml L-15 medium tilsettes cellesuspensjonen ved splitting til cellebrett med

9,6 cm? brenner med 1:3 forhold.
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15. Cellesuspensjon tilsettes nye celleflasker eller cellebrett med medium.
a. 3 ml cellesuspensjon tilsettes to nye celleflasker ved splitting til 75 cm?
celleflasker med 1:2 forhold.
b. 0,5 ml cellesuspensjon tilsettes cellesuspensjonen ved splitting til cellebrett
med 9,6 cm? bronner med 1:3 forhold.
16. Bland cellesuspensjon og medium forsiktig ved & bevege sakte pé flasken eller brettet

og sett deretter inn i1 inkubatorskap pa 20 °C.
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A.2.3 Fiksering og preparering av provemateriale

Prosedyre for fiksering og preparering av prevemateriale for analyse pd flowcytometer.
Prosedyren er opprinnelig hentet fra celledyrkningskurs i faget anvendt bioteknologi ved
NTNU.

1. Start LAF-benken etter prosedyre.

2. Klargjer utstyr og planlegg i arbeidet i LAF-benk.

3. Sjekk konfluensen til cellene i et invertmikroskop, skal vaere mellom 70-80 % ved
splitting.

4. Sug av og kast gammelt medium.

5. Skyll cellene forsiktig 2x3 ml med PBS. PBS suges av og kastes. Bruk samme pipette
til alle brenner i et brett.

6. 0,3 ml 0,25% Trypsin tilsettes og fordeles godt over alle cellene ved & bevege flasken
sakte fra side til side. La sti i romtemperatur.

7. Dunk forsiktig pé flasken og studer denne under invertmikroskop. Nar minst 80 % av
cellene har losnet er trypsineringen ferdig.

8. Tilsett 4 ml L-15 medium for & inaktivere Trypsin.

9. Bruk en celleskrape for & forsiktig lasne cellene fra brennen. Utfer i rekkefolge brenn
1-6.

10. Pipetterer ut cellesuspensjonen fra hver brenn og over i hvert sitt falconrer.

11. Taut 11 pl cellesuspensjon fra falconrer 3-6 og tilsett i hvert sitt Burkers tellekammer.

12. Sentrifugerer falconrer 3-6 i seks minutt pa 1200 rpm.

13. Pipetter ut supernatanten.

14. Tilsett 1 ml PBS til hvert falconrer og bland ved & pipettere opp og ned.

15. Tilsett 500 pl av cellesuspensjonen i to 15 ml falconrer med 4 ml etanol.

16. Vortex falconrerene direkte tilsetning.

17. Plasser rorene i fryseren i 21-24 timer.

18. Sentrifuger prevene ved 1200 rpm i fem minutt.

19. Sug av supernatanten og los opp pellet ved a knipse lett pa falconreret.

20. Tilsett 5 ml PBS i hvert ror og vortex direkte etter tilsetning.

21. La falconrerene std i 15 minutt.

22. Sentrifuger falconrerene ved 1200 rpm i fem minutt.

23. Sug av supernatanten og les opp pelleten ved & knipse lett pa falconreret.

24. Tilsett 0,5 ml PI/RNase i hvert falconrer og inkuber 90 minutt i merket.
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A.2.4 Kalibrering av flowcytometeret

Prosedyre for kalibrering av flowcytometer for og etter bruk. Prosedyren er opprinnelig hentet

fra celledyrkningskurs i faget anvendt bioteknologi ved NTNU.

1.
2.

10.

11.

12.

13.

14.

Preparer seks kalibreringsror og la dem sta i et rack.
De ulike kalibreringsrorene skal vare som folger:

Clean (ror 1)

ISE

Dekontaminering (rer 2)
MQ-vann (rer 3)

8-peak bead (ror 4)

e. 6-peak bead (rer 5)

f. MQ-vann (rer 6)

S

Ror 1 og 2 er allerede preparert klart. Ror 4 bestar av 0,5 ml MQ-vann + en drape 8-
peak bead miks. Ror 5 er laget av 0,5 ml MQ-vann + en dripe 6-peak bead miks.
Start datamaskinen og trykk pé ikonet for flowcytometer.

Bla deg frem og finn filen: «wash and clean templaty. Velg «wash and clean templaty
og vent til gront signal.

Velg sa parameterne; Clean 2-5 minutter FAST!/

Plasser ror 1 (clean) i instrumentet og trykk pd RUN! Lagre filen; marker filen med
dato og tid. Kontroller at events ikke overstiger 100 events/s.

Erstatt ror 1 med ror 2 (dekontaminering). Trykk RUN!

Erstatt ror 2 med ror 3 (MQ-vann). Trykk RUN!

Erstatt ror 3 med ror 4 (8-peak bead) og velg parameterne SLOW og 10000 events/s.
Events skal ligge pé rundt 200, hvis ikke kan hastigheten gkes til MEDIUM eller
FAST. Kontroller at plot 3. M6 CV FL2-H ligger under 5 %.

Etter endt analyse av ror 4 (8-peak bead), trykk BACKFLUSH! Kontroller at det
kommer dréper fra aspireringsnélen i instrumentet. Tork deretter med linsepapir.
Erstatt ror 4 med ror 5 (6-peak bead) og velg parameterne SLOW og 10000 events/s.
Kontroller at plot 6. M12 CV FL-4H ligger under 5 %.

Etter endt analyse med rer 5 (6-peak bead) trykk BACKFLUSH! Kontroller at det
kommer dréper fra aspireringsnélen i instrumentet. Tork deretter med linsepapir.
Erstatt ror 5 med ror 6 (MQ-vann). Velg parameterne FAST i fem minutter. La roret

std igjen 1 instrumentet.

50



A.2.5 Analysering pd flowcytometer

Prosedyre for bruk av flowcytometer til 4 analyse cellesyklus i en preve. Prosedyren er

opprinnelig hentet fra celledyrkningskurs i faget anvendt bioteknologi ved NTNU.

© N kWD =

Kalibrer flowcytometeret etter prosedyre.

Overfor cellesuspensjon fra hvert falconrer til sitt respektive proverer.
Sett provererene pa is og dekk til med aluminiumsfolie.

Apne fil med riktig templat.

Velg parameterne SLOW og 20000 events/s.

Erstatt ror 6 (MQ-vann) med proverer 1 og trykk RUN!

Erstatt proverer 1 med neste praverer osv.

Etter endt analyse av alle preverar, kalibreres flowcytometeret igjen etter prosedyre.

51



A.3 CHSE-214-celler

Figur 6: CHSE-214-celler med ca.

80 % konfluens observert giennom et invertmikroskop.
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A.4 Histogram over cellesyklus fra analyse pA BD Accuri C6 Flowcytometer

Utdrag av resultat av analyse av cellesyklus pa flowcytometer. Histogrammet fra plot 2 viser

prosentandel celler i de ulike cellesyklusfasene; G1/G0-, S- og G2/M-fasen. X-aksen viser

storrelsen pé cellene i plotet, mens y-aksen viser antall celler i den bestemte fasen.
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en etter fjerde stressintervall, P.4.1.4
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A.5 Prosentandel celler i cellesyklusfasene

Tabeller over prosentandel av celler i G1/GO-, S- og G2/M-fasen fra plot 2 pa
flowcytometeret. Fra cellebrett brukt til stressforsek og kontroll har brenn tre-seks blitt brukt
til analyse av cellesyklus, totalt fire paralleller. Hver enkelt parallell av stressforsekene og
kontroll er navngitt som folger: Prove, forste stressintervall/stresset en gang, stressforsek én
og femte brenn. Dette presenteres som P.1.1.5. Kontroll er navngitt pa tilsvarende méte ved at
kontroll forkortes til K. Dette som eksempel. Fra folgende prover mangler resultat som en
konsekvens av for fa celler for analyse eller store avvik. Dette gjelder K.1.1.3 - K.1.1.5,

P224,P22.6,K2.15,K21.6,P3.140gK.J3.1.5.
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A.5.1 Oversikt over prosentandel celler i G1/G0-fasen

Tabell 3: Oversikt over prosentandel celler i G1/G0-fase. Kolonnene viser verdiene ved de
ulike stressintervallene, fra forste til fjerde stressintervall. Tabellen er videre delt inn etter
resultat fra kontroll, stressforsok én og stressforsok to. Hver av disse har et maksimum pd fire
paralleller. Fra de fire parallellene ved hvert stressintervall er det regnet ut gjennomsnitt og
standardavvik. 1 tillegg er det inkludert en rad med totalt antall prover, gjennomsnitt og

standardavvik fra begge stressintervallene.

Forste Andre Tredje Fjerde

stressintervall stressintervall stressintervall stressintervall
Kontroll K.1.1 K.2.1 K.3.1 K4.1
Brenn 3 (parallell 1) 40,1 353 37,2
Breonn 4 (parallell 2) 39,1 36,9 37,0
Brenn 5 (parallell 3) 37,3
Brenn 6 (parallell 4) 46,5 36,8 35,6
Gjennomsnitt 46,50 39,60 36,33 36,78
Standardavvik 0,71 0,90 0,79
Stressforsek én P.1.1 P.2.1 P.3.1 P4.1
Brenn 3 (parallell 1) 41,3 38,3 35,7 38,6
Breonn 4 (parallell 2) 40,1 39,2 39,7
Brenn 5 (parallell 3) 42,7 394 38,3 46,7
Brenn 6 (parallell 4) 41,7 38,0 38,1 37,7
Gjennomsnitt 41,45 38,73 37,37 40,67
Standardavvik 1,08 0,68 1,45 4,10
Stressforsek to P.1.2 P.2.2 P.3.2 P.4.2
Brenn 3 (parallell 1) 38,3 42,7 399 37,3
Breonn 4 (parallell 2) 40,3 40,8 36,6
Brenn 5 (parallell 3) 39,6 40,7 40,1 37,1
Brenn 6 (parallell 4) 40,0 36,5 34,7
Gjennomsnitt 39,55 41,70 39,33 36,43
Standardavvik 0,88 1,41 1,92 1,19
Prover fra stressforsek én og to
Totalt antall prover 8 6 7 8
Gjennomsnitt 40,50 39,72 38,49 38,55
Standardavvik 1,36 1,74 1,91 3,60
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A.5.2 Oversikt over prosentandel celler i S-fasen

Tabell 4: Oversikt over prosentandel celler i S-fase. Kolonnene viser verdiene ved de ulike

stressintervallene, fra forste til fjerde stressintervall. Tabellen er videre delt inn etter resultat

fra kontroll, stressforsok én og stressforsok to. Hver av disse har et maksimum pd fire

paralleller. Fra de fire parallellene ved hvert stressintervall er det regnet ut gjennomsnitt og

standardavvik. 1 tillegg er det inkludert en rad med totalt antall prover, gjennomsnitt og

standardavvik fra begge stressintervallene.

Forste Andre Tredje Fjerde

stressintervall stressintervall stressintervall stressintervall
Kontroll K.1.1 K.2.1 K.3.1 K.4.1
Brenn 3 (parallell 1) 9.8 9,5 7,5
Brenn 4 (parallell 2) 10,9 8,6 7,2
Brenn 5 (parallell 3) 6,8
Brenn 6 (parallell 4) 10,0 9,5 7,5
Gjennomsnitt 10,00 10,35 9,20 7,25
Standardavvik 0,78 0,52 0,33
Stressforsek én P.1.1 P.2.1 P.3.1 P.4.1
Brenn 3 (parallell 1) 9.8 9,3 9,1 8,7
Breonn 4 (parallell 2) 10,0 7,9 9,8
Brenn 5 (parallell 3) 9,0 8,4 8,6 11,4
Brenn 6 (parallell 4) 8,1 7.8 8,5 8,0
Gjennomsnitt 9,23 8,35 8,73 9,48
Standardavvik 0,87 0,69 0,32 1,48
Stressforsek to P.1.2 P.2.2 P.3.2 P.4.2
Brenn 3 (parallell 1) 8,9 10,1 9.9 7,6
Breonn 4 (parallell 2) 10,6 11,1 6,7
Brenn 5 (parallell 3) 9.8 8,8 8,9 7,8
Brenn 6 (parallell 4) 8,6 9,6 7,4
Gjennomsnitt 9,48 9.45 9,88 7,38
Standardavvik 0,91 0,92 0,92 0,48
Prover fra stressforsek én og to
Totalt antall prover 8 6 7 8
Gjennomsnitt 9,35 8,72 9,39 8,43
Standardavvik 0,83 0,88 0,91 1,52
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A.5.3 Oversikt over prosentandel celler i G2/M-fasen

Tabell 5: Oversikt over prosentandel celler i G2/M-fase. Kolonnene viser verdiene ved de
ulike stressintervallene, fra forste til fjerde stressintervall. Tabellen er videre delt inn etter
resultat fra kontroll, stressforsok én og stressforsok to. Hver av disse har et maksimum pd fire
paralleller. Fra de fire parallellene ved hvert stressintervall er det regnet ut gjennomsnitt og
standardavvik. 1 tillegg er det inkludert en rad med totalt antall prover, gjennomsnitt og

standardavvik fra begge stressintervallene.

Forste Andre Tredje Fjerde

stressintervall stressintervall stressintervall stressintervall
Kontroll K.1.1 K.2.1 K.3.1 K.4.1
Brenn 3 (parallell 1) 11,0 8,6 10,7
Breonn 4 (parallell 2) 9.8 9,8 11,3
Bronn 5 (parallell 3) 10,0
Brenn 6 (parallell 4) 12,6 10,2 8,9
Gjennomsnitt 12,60 10,40 9,53 10,23
Standardavvik 0,85 0,83 1,03
Stressforsek én P.1.1 P.2.1 P.3.1 P.4.1
Brenn 3 (parallell 1) 11,2 8,7 11,5 8,6
Brenn 4 (parallell 2) 11,0 9,0 10,4
Brenn 5 (parallell 3) 10,5 8,2 10,0 16,6
Brenn 6 (parallell 4) 11,6 8,4 10,1 10,6
Gjennomsnitt 11,08 8,58 10,53 11,55
Standardavvik 0,46 0,35 0,84 3,48
Stressforsek to P.1.2 P.2.2 P.3.2 P.4.2
Brenn 3 (parallell 1) 10,1 11,4 11,0 9,2
Bronn 4 (parallell 2) 9,8 10,8 9,3
Bronn 5 (parallell 3) 10,1 10,5 11,2 8,5
Brenn 6 (parallell 4) 9,8 8,2 8,6
Gjennomsnitt 10,95 10,95 10,30 8,90
Standardavvik 0,17 0,64 1,41 0,41
Prover fra stressforsek én og to
Totalt antall prover 8 6 7 8
Gjennomsnitt 10,47 9,53 10,50 10,23
Standardavvik 0,68 1,29 1,12 2,70

57



A.6 Resultat fra t-tester

Provene i resultatet er navngitt som folger: Prove, forste stressintervall/stresset én gang,

stressforsek en. Dette presenteres som P.1.1. Kontroll er navngitt pa tilsvarende mate ved at

kontroll forkortes til K. Dette som eksempel.

A.6.1 Resultat fra t-tester for d studere forskjeller mellom stressforsokene, ekskludert verdier

fraP.4.1.3

Tabell 6: Tabell over resultat fra t-tester for a studere forskjeller mellom stressforsok én og

stressforsok to. P.4.1.3 er ikke inkludert i datasettet. Kolonnen til venstre vise hvilke praver

som er inkludert i t-testen. Neste kolonne beskriver antall paralleller fra disse provene.

Videre er cellesyklusfasen oppgitt og gjennomsnittsverdiene til proven i den bestemte fasen.

Deretter er det oppgitt t-verdi og p-verdi utregnet fra t-testen.

Prove (P) Antall prever | Fase Gjennomsnitt T-verdi P-verdi
g}é j G1/GO gégg 2,73 0,03
S gig -0,41 0,70
G2/M 191,’9150 4,60 0,00
g;é 3 G1/GO 431?;:(3) -2,82 0,18
S gig -1,70 0,17
G2/M 186,5985 -6,24 0,00
ggé i G1/GO ggg; -1,47 0,20
S g;g -2,02 0,10
G2/M }ggg 0,25 0,81
gjé i G1/GO 222; 2,63 0,05
S ggg 2,81 0,04
G2M ggg 1,45 0.26
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A.6.2 Resultat fra t-tester for d studere ulikheter mellom stressforsok og kontroll, ekskludert
verdiene fra P.4.1.3

Tabell 7: Tabell over resultat fra t-tester for a studere forskjeller mellom stressforsok og
kontroll. P.4.1.3 er ikke inkludert i datasettet. Kolonnen til venstre vise hvilke prover som er
inkludert i t-testen. Neste kolonne beskriver antall paralleller fra disse provene. Videre er
cellesyklusfasen oppgitt og gjennomsnittsverdiene til praven i den bestemte fasen. Deretter er

det oppgitt t-verdi og p-verdi utregnet fra t-testen.

E‘;ﬁ:’;{fﬁ)(K) Antall prever | Fase | Gjennomsnitt | T-verdi | P-verdi
2 22 '11 421 G1/GO gggg 1,47 0,22
> 186,3355 325 -0
G2/M 186,5480 4,04 0,22
2 '33.'11 g G1/GO ggg; 1,05 0,35
S 223(3) 132 0,26
G2M 19(?,5533 0,68 0,22
: A - e
S gi; 3,30 0,02
G2/M 196?273 20,44 0,68
2 22 21 ; G1/GO ‘3‘;28 1,88 0,26
S 196255 -1,10 0,40
G2M }8:28 0,73 0,55
2 3321 431 G1/GO gzgg 2.46 0,06
S Zﬁg 1,30 0,31
G2M 19(?’5330 0,46 0,83
2 j 21 j G1/GO gg;‘; 20,49 0,64
S ;gg 0.43 0,68
G2/M 186?203 2,39 0,05
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A.6.3 Resultat fra t-tester for d studere ulikheter ved gjentatte stressintervall i stressforsok én,

ekskludert P.4.1.3

Tabell 8: Tabell over resultat fra t-tester for a studere forskjeller ved gjentatte stressintervall

i stressforsok én. P.4.1.3 er ikke inkludert i datasettet. Kolonnen til venstre vise hvilke prover

som er inkludert i t-testen. Neste kolonne beskriver antall paralleller fra disse provene.

Videre er cellesyklusfasen oppgitt og giennomsnittsverdiene til proven i den bestemte fasen.

Deretter er det oppgitt t-verdi og p-verdi utregnet fra t-testen.

Preve (P) l?rl:‘t‘iﬂ' Fase Gjennomsnitt T-verdi P-verdi
IIZ: é } j G1/GO ;‘éz‘;g 428 0,01
S ggz 1,59 0,16
G2/M 181:5180 8,68 0,00
IIZ: ; :} 431 G1/GO ‘3‘;‘3‘? 432 0,01
S g%g 0,92 0,40
G2M }(1);2 1,11 0,32
g: 31 } 431 G1/GO0 ‘3‘;:2 3.49 0,02
S g:g; 0,58 0,59
G2M 191’;%078 2,02 0,10
gé:} 431 G1/G0 gg;g 1,68 0,15
S gg; 0,88 0,42
G2/M 186,5583 0,07 0,01
%ﬁj} 431 G1/GO gg:g 0,09 0,93
S 2;; 20,81 0,46
G2/M ggg -1,96 0,17
;ﬂ g G1/GO 327%2; 21,28 0,27
S 2;; -0,18 0,87
G2/M 19(?’8573 0.83 0,45
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A.6.4 Resultat fra t-tester for d studere ulikheter ved gjentatte stressintervall i stressforsok to

Tabell 9: Tabell over resultat fra t-tester for a studere forskjeller ved gjentatte stressintervall

i stressforsok to. Kolonnen til venstre vise hvilke prover som er inkludert i t-testen. Neste

kolonne beskriver antall paralleller fra disse provene. Videre er cellesyklusfasen oppgitt og

gjennomsnittsverdiene til proven i den bestemte fasen. Deretter er det oppgitt t-verdi og p-

verdi utregnet fra t-testen.

Prove (P) 32?:; Fase Gjennomsnitt T-verdi P-verdi
T N L I R R
> o3 2,39 0,98
oM 1005 2,18 0.26
N R L I N R R
> o'ss 0,62 0.56
G2M 196,9350 20,49 0,66
S O I B S IR T
5 2‘3‘2 4,10 0,01
G2M z:gg 4,74 0,01
N R L I v
5 g;‘; 0,53 0,62
G2M }g:gg 0,59 0,58
N R I T NP T
5 2‘3‘2 3,87 0,02
G2M 18(?’9905 4,98 0,01
G R L I PR
S 2?2 4,38 0,00
G2M 18(?’9300 1,01 0,11
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A.6.5 Resultat fra t-tester hvor verdier fra P.4.1.3 inngar i datasettet

Tabell 10: Tabell over resultat fra t-tester hvor P.4.1.3 inngdr i datasettet. Kolonnen til

venstre vise hvilke praver som er inkludert i t-testen. Neste kolonne beskriver antall

paralleller fra disse pravene. Videre er cellesyklusfasen oppgitt og gjennomsnittsverdiene til

praven i den bestemte fasen. Deretter er det oppgitt t-verdi og p-verdi utregnet fra t-testen.

;31:1 j G1/GO 3(1)3‘6‘2 037 0,73
S gﬁg 20,29 0,78
G2/M } }(5)555 0,27 0,80
g:i:} j G1/GO 33323 20,94 0,38
S gi; 1,38 0,22
G2/M 181,’5585 -1,70 0,14
;3:1 j G1/GO igég 1,31 0,25
S g:z; 0,83 0,44
G2M }?22 -0,48 0,65
gﬁjé j G1/G0 ggzgg 1,99 0,09
S gg‘g 2,70 0,04
G2/M 181;9505 1,51 0,18
E j{ '11 j G1/G0 gggg 1.87 0,11
S 3‘212 2.93 0,03
G2/M }égg 0,49 0,73
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