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Forord

Denne bacheloroppgaven er skrevet av fire motiverte bioteknologistudenter ved Norges
teknisk-naturvitenskapelige universitet (NTNU) i Alesund. Oppgaven ble valgt da det virket
utfordrende og lererikt & vere en del av et forskningsprosjekt, samt at temaet virket
spennende. Det er lite forskning rundt fiskens helse i oppdrettsanlegg, og dermed hadde
gruppen et onske om 4 bidra til ekt kunnskap. Alt laboratoriearbeid ble utfort p4 NTNUs
laboratorier og all samskriving ble gjort i Word 1 Microsoft Teams. Slik samskriving gjorde
det mulig & samarbeide nér det, pa grunn av pandemien, ikke var mulig & mates fysisk.
Gjennom tre dr pa bachelor i bioteknologi har vi tilegnet oss mye kunnskap som vi har fatt
bruk for i denne oppgaven. I tillegg har det vaere en laererik prosess, bade teoretisk og

praktisk.

Vi onsker 4 rette en stor takk til NTNU i Alesund som har bidratt med gkonomiske midler
som har gjort denne bacheloren mulig & gjennomfoere, samt tidligere og upubliserte studier
som har optimalisert primere og metoder. Vi ensker ogsé a rette en takk til noen av vére
medstudenter som har vert stottende gjennom denne perioden. Sist, men ikke minst ensker vi
a rette en stor takk til vér veileder Ann-Kristin Tveten som har vert tdlmodig og hjelpsom

gjennom disse manedene.



Sammendrag

Genekspresjon av muciner og interleukiner i kommersiell atlantisk laks kan gi en indikasjon
pa fiskens helse og velferd. I denne studien blir det sett pa fiskens fysiologiske respons pa
transport fra settefiskanlegg pa land til oppdrettsanlegg i sjo. @kt kunnskap om hvordan
fiskens fysiologiske respons pa en slik transport er, kan danne et viktig grunnlag for fremtidig
transport av atlantisk laks i oppdrettsnaringen pa en effektiv og minst mulig stressende mate.
Denne studien baserer seg pa vevsprover tatt fra laksens gjeller for, under og tre uker etter
transport. RT-qPCR ble brukt som analysemetode for tre gener og ett normaliseringsgen,

henholdsvis muc5, mucl8 og il4/13a, og actb.

Relativ genekspresjon ble bestemt med AACt- og 2-24Cmetoden etter bearbeidelse av radata
fra Aligent AriaMx 1.8 1 Microsoft Excel. Dataene ble fremstilt grafisk og resultatene viste en
oppregulering av de aktuelle genene under transport og tre uker etter transport. Signifikansen
ble bestemt ved utforelse av t-test. Oppreguleringen viser at det har skjedd en fysiologisk
respons i fisken som folge av transporten. Det anbefales videre forskning rundt de aktuelle
genenes funksjon i fisk, for & 4 en bedre forstaelse av hvordan den fysiologiske responsen

pavirker fisken.

il



Abstract

Gene expression of mucins and interleukins in commercial Atlantic salmon may provide an
indication of the health and welfare of the fish. In this study, the physiological response the
fish get from transportation from land-based hatcheries to fish farms at sea is discussed.
Increased knowledge of the physiological response in fish to such transport, can make an
important foundation for future transport of Atlantic salmon in the aquaculture industry. In
the future, the main goal should be to make the transport efficient and less stressful. This
study is based on tissue samples taken from the gills of salmon before, during and three
weeks after transport. RT-qPCR was used as the assay method for three genes and one

normalization gene, muc3, mucl8, and il4/13a, and actb, respectively.

Relative gene expression was determined by the AACt- and 2-24C-method after processing
raw data from Aligent AriaMx 1.8 in Microsoft Excel. The data were presented graphically
and showed a significant upregulation of the relevant genes during transport as well as three
weeks after transport. The significance was determined by performing a t-test. The
upregulation shows that there has been a physiological response in the fish as a result of the
transport. Further research on the functions of the relevant genes in fish is recommended, in

order to gain a better understanding of how the physiological response affects the fish.

il
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1.0 Innledning

Fiskeoppdrett er en sveaert viktig naering for Norge, og Norge er verdens storste eksporter av
oppdrettslaks. I 2020 ble det solgt nesten 1,4 millioner tonn norsk oppdrettslaks (1). Ar etter
ar viser fiskehelserapporten at forholdene til oppdrettsfisk i Norge ikke er god nok. I 2021
dede over 110 millioner fisk i oppdrettsnaringen (2). Dette er tall som er altfor hoye, bade
med tanke pé fiskens velferd og med tanke pa berekraft. En indikator pé fiskevelferd er
fysiologiske responser i fisken som kommer av at fisken utsettes for ulike stressorer. De
vanligste stressorene er forandring i vannkvalitet og infeksjon av patogener, og det skal i
denne studien ses pé 1 hvor stor grad transport pavirker atlantisk laks (Salmo salar)
fysiologisk (3). Med transport menes det i denne studien transport i brennbat fra
settefiskanlegg pd land til oppdrettsanlegg i sjo. Pravene ble tatt ved ulike tidspunkt, som her

refereres til som for (B), under (S) og tre uker etter (S3) transport.

I mete med stressorer, er mukus en viktig del av forstelinjeforsvaret (2). Mukus kler de store
gjelleoverflatene, som star for respirasjon og andre viktige funksjoner (4). Gjellene utsettes
konstant for fiskens ytre miljo, og mukus er dermed viktig for & hindre patogener i 4 trenge
inn 1 fisken (3). Ved utsettelse for stressorer vil immunsystemet svekkes, og fisken vil videre
bli mer mottakelig for sykdom (5). Som et svar pa denne svekkelsen, produserer begercellene
i gjellene mer mukus (6). Grunnet gjellenes viktige funksjoner, sier tilstanden til gjellene mye

om fiskens helse, og dette kan brukes videre for & si noe om fiskens velferd.

Mucin er en gruppe proteiner som er viktig i mukus (7). Muciner deles i sekrerte og
membranbundne, og i denne oppgaven skal det ses pa genet for ett sekrert mucin, mucin5
(much), og genet for ett membranbundet mucin, mucinl8 (mucl8) (8, 9). Videre i oppgaven
omtales alle gen i fisk med smé bokstaver og i kursiv, mens alle proteiner i fisk omtales med
stor forbokstav og ikke i kursiv. Et unntak er IL4/13a som i denne oppgaven omtales med
store bokstaver nar det er snakk om proteinet. Hos mennesker omtales bade protein og gen
med kun store bokstaver, men gen skrives i kursiv i tillegg til store bokstaver. Muc5 regulerer
mukusproduksjon og har en viktig rolle i gjeller hos fisk (10). Mucl8 er et viktig
kommunikasjon- og adhesjonsmolekyl, samt at det har proinflammatoriske egenskaper (11). I
tillegg til disse mucinene ses det pa interleukin 4/13a (il4/13a). 1L4/13a er et cytokin som
regulerer ulike immunologiske og antiinflammatoriske prosesser (12, 13). For & se pé

genekspresjon av disse genene ble det benyttet komplementar deoksyribonukleinsyre



(cDNA)-syntese og kvantitativ (real time) polymerasekjedereaksjon (qPCR)-analyse. I denne
studien ble beta-actin (actb) benyttet som normaliseringsgen, og ved hjelp av relativ
genekspresjon kan man se om det har skjedd en oppregulering eller nedregulering av de

aktuelle genene, eller om ekspresjonen har holdt seg stabil.

1.1 Problemstilling

I denne studien ser man pa stressresponsene som forekommer ved transport av atlantisk laks
fra settefiskanlegg med ferskvann til oppdrettsanlegg i sjo. Overgangen fra et kontrollert
miljo pé land til et miljo med mange ulike stressfaktorer i havet har vist seg & vare vanskelig
a forutsi. Det er derfor enskelig & identifisere faktorer som kan pavirke stressnivéet og justere
pa disse. Nyere studier har vist at genekspresjon er en god marker for & vurdere stressnivaet,
da ekspresjon av messenger ribonukleinsyre (mRNA) gir en indikasjon pa tilstanden til
cellene etter pafort stress (14). I denne studien ses det pd smolter for transport, og post-
smolter under transport og tre uker etter at de har blitt transportert fra settefiskanleggene til
oppdrettsanleggene i saltvann. Det blir i denne studien sett pd antatte stressrelaterte gener tatt

fra laksens gjellevev.

1.2 Ordliste

AGD — amgbegjellesykdom

cDNA — komplementaer deoksyribonukleinsyre
Cq — kvantifiseringssyklus

Ct — syklus terskelverdi

DNA — deoksyribonukleinsyre

dNTP — deoksyribonukleotid trifosfat

dsDNA — dobbelttrddet deoksyribonukleinsyre
Duktus — kanal for sekresjon

ER — endoplasmatisk retikulum

eflla — elongeringsfaktor-1-alfa

GC — guanin-cytosin

il4/13a — interleukin 4/13a

MAP-kinase — mitogen aktivert protein kinase
mRNA — messenger ribonukleinsyre

mucd — mucind



mucl8 — mucinl8

NF-kB — nuklear faktor kappa B

N-glykolysering — glykolysering av N-terminal ende
NTC — no template control

O-glykoproteinfamilie — oligoglykoproteinfamilie

PCR — polymerasekjedereaksjon

qPCR — kvantitativ (real time) polymerasekjedereaksjon
RNA - ribonukleinsyre

ROX — carboxyrhodamine

RT-PCR — revers transkriptase polymerasekjedereaksjon
RT-gPCR - revers transkriptase kvantitativ (real time) polymerasekjedereaksjon
Salmo Salar — atlantisk laks

ssDNA — enkelttradet deoksyribonukleinsyre

Th2 — T-hjelpercelle 2

Tm — smeltepunktstemperatur

TNF-a — tumornekrosefaktor-alfa

TR-omrader — tandem repeat-omrader



2.0 Teori

2.1 Laksens livssyklus

Atlantisk laks er en anadrom organisme, og har stadier 1 livssyklusen hvor den lever i
ferskvann og andre stadier hvor den lever i saltvann (15). Laks svemmer opp i elven for &
gyte, og legger egg i elvegrusen. Her vokser yngelen til den er klar for & komme opp fra
grusen som frittsvemmende parr. Her befinner parren seg i ett til fem é&r, basert pd
elvetemperatur og neringstilgang, for den svemmer over til saltvann gjennom fjordene. Rett
for overgangen fra ferskvann til saltvann gjennomgar laksen en rekke fysiologiske endringer
som gjer at den tilpasses et liv i saltvann, kalt smoltifisering (16). Gjellene og leveren vil 1
smoltifiseringen gjennomga ulike forandringer, og smoltene vil kunne filtrere bade ferskvann

og saltvann (17).

I settefiskanlegg produseres rogn og parr til smoltifisering og post-smolt som videre skal
overfores til oppdrettsanlegg i sjo (18). Fiskeoppdrett deles opp i tre hovedfaser som baserer
seg pa fiskens livssyklus, hvor den forste fasen innebarer at fiskene blir kjgnnsmodne (19). I
denne stamfiskproduksjonen skjer det en kunstig befruktning av hunnfiskens rogn (20). Nar
befruktet rogn etter hvert klekkes, starter yngelfasen som kalles settefiskproduksjon. Her skal
fisken vokse og utvikle seg til 4 téle et liv i saltvann (19). Fisken gér de forste 8-18 manedene
gjennom flere ulike utviklingstrinn, hvor det siste trinnet er smoltifisering, slik som i den
naturlige livssyklusen (19, 21). Gjennom smoltifiseringen holdes oppdrettslaksen i et miljo
med 50% saltvann og 50% ferskvann. Dette skal gjenspeile den naturlige vandringen laksen
gjennomgdr fra elv til sjo (14). Nér laksen er ankommet oppdrettsanlegget skal den fores opp
til rundt tre til seks kilogram slik at den blir stor nok til & selges (19, 21) Dette tar normalt 12-

18 maneder og avhenger av blant annet vanntemperatur og naringstilgang (21).

2.2 Bronnbdt og transport

Naér fisken er klar for & overfores til sjg som post-smolt, pumpes den fra settefiskanleggene og
over i brennbater, for & videre transporteres til oppdrettsanleggene i sjoen. I disse prosessene
er det viktig & sikre at temperaturen holdes optimal for laksen, slik at endring i temperatur
ikke blir en tilleggsfaktor for stress. Stress blir i denne studien definert som ytre pavirkninger
som forer til fysiologiske responser i fisken. Post-smoltene vil i oppdrettsanleggene fa den
naringen og ha de vilkarene for vekst som er nedvendig, slik at de kan utvikle seg til moden

laks (14). Nar smoltene er i settefiskanleggene, lever de i et kontrollert miljo uten utsettelse



for betydelige mengder stressorer. Nér de blir transportert er det observert at de far en
fysiologisk respons, og nar transporten er ferdig slippes de ut i sjo, hvor forholdene er
ukontrollerte. Dette gjor at fisken utsettes for flere stressorer 1 oppdrettsanleggene enn i

settefiskanleggene (22).

2.3 Miljefaktorer - ytre pdvirkninger som forer til fysiologiske responser 1 fisken
Konstant kontakt med vannmiljeet gjor at fisk er svart sarbar for endringer i miljoet. Vilt i
naturen utsettes fisk for ulike miljofaktorer gjennom hele livslopet. Endringer i miljoet over
lengre perioder kan fore til at fisken gjennomgar fenotypiske og fysiologiske forandringer.
Oppdrettsfisk er avhengige av kontrollerte forhold for at de skal kunne vokse og overleve pé
en gunstig méate (23). Stress kan fore til darligere vekst og ekt dedelighet, samt svekket evne
til & reprodusere (24). Dersom oppdrettsfisk over tid utsettes for stress, vil dette fore til et
svakere immunsystem og dermed ogsa gjere dem mer mottagelig for sykdom (5). Andre
vanlige faktorer som kan fore til stress og okt dedelighet i oppdrettsnaringen, i tillegg til
dérlige miljeforhold, er infeksjonssykdommer, skader og fravaerende fysiologisk tilpasning.
Mange fisk pa liten plass i oppdrettsanlegg gjor at sykdom lettere spres mellom individer,
fordi fisken her ofte er mer stresset enn fisk som lever vilt under naturlige forhold (2).
Sykdom kan forarsakes av blant annet marine parasitter og bakterier (25). Hud, gjeller og
gastrointestine regioner er omrader som er spesielt utsatt for sykdom, da de vender ut mot det
ytre miljoet (3). Derfor har de begerceller som skiller ut mukus (26). Studier har vist at antall
mukussekrerende celler gjenspeiler helsen og tilstanden til vevene de utgjor. Et forsek av
Sveen et al. (2017) viste at utsettelse for stressorer som redusert pH, hoye konsentrasjoner av
nitrat og lave konsentrasjoner av O, utsettelse for aluminium, tilstedevaerelse av patogener
og eksotoksiner, samt forandringer i vannkvalitet, forte til at fiskene hadde flere

mukusproduserende celler 1 gjellene (3).

Gjeller er fiskens respirasjonssystem, og med sin store overflate har de mye kontakt med
miljeet rundt. Gjellene er en skjor struktur, og har en stor betydning for fiskens fysiologiske
helse. Gjellene har ogsé en funksjon i immunforsvaret ved at de har ansamlinger av lymfoide
vev ved basis av gjellefilamentene. Disse ansamlingene regnes som et eget immunorgan. I
tillegg til det lymfoide vevet finnes det spredte immunceller og immunkomponenter i
gjellenes begerceller. Et tynt cellelag danner en barriere som skiller gjellene fra omgivelsene.

Dette utgjor en del av forstelinjeforsvaret i immunsystemet. P4 grunn av naer kontakt med



vannmiljoet er gjellene utsatt for skader, sykdomsfremkallende organismer, darlig
vannkvalitet og andre miljepavirkninger. Bdde smé og store skader pa gjellevev kan fore til
redusert respirasjon og nedsatt stresshandtering, men samtidig er det fortsatt mye ukjent om

gjellehelsen til laks i oppdrett (2).

Gjellene hos laks er bygget opp av fire buer med gjelleapparat pa hver sin side foran svelget.
Dette gir fem gjellespalter som beskyttes av gjellelokk. Vann vil passere fra munn over i
gjellene og til slutt ut under gjellelokket. Hver gjellebue har utvekster som kalles for
gjellefilamenter som igjen bestar av lameller, og det er her respirasjonen foregar, se Figur
2.1A4. Nar blodet strommer gjennom gjellelamellene i motsatt retning av vann skjer det en
oksygenering av blodet som kalles for motstremsutveksling, noe som forer til en svart
effektiv gassutveksling. Gjellene har mange viktige funksjoner i tillegg til respirasjon. De har
en stor rolle i utskillelse av nitrogenholdige avfallsstoffer, osmoregulering, omsetning av
hormoner og syre-basebalansen (27). Mukus spiller en viktig rolle i reguleringen av disse

prosessene, og derfor skiller gjellene ut mukus (4).
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(mikrovilli)

slim i sekretoriske
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A B
Figur 2.1: (A) Gjeller hos fisk (28). Figuren viser gjellebuenes utvekster i form av gjellefilamenter og hvordan

de beskyttes av gjellelokket. Respirasjonen foregdr i filamentenes lameller. De dpne gjellene er i direkte kontakt
med det ytre miljoet og dermed utsatt for skade og patogener (27). Ulike celler i gjellene skiller ut mukus for a
danne en kjemisk og fysisk barriere mot potensielle farer i det ytre miljoet (6). Bildet er hentet fra NDLAs
fagartikkel «Gassutveksling i vanny (28). (B) Begercelle (29). Illustrasjonen viser oppbygningen til en
begercelle som skiller ut mukus. Nederst i figuren befinner cellekjernen med DNA seg. Transkriberte mRNA-
sekvenser, blant annet for det sekrerte mucinet muc3, blir sd fraktet til ribosomene, hvor mRNA blir translatert,

for det blir fraktet til golgiapparatet hvor det blir pakket i vesikler. Vesiklene legger seg under den apikale



membranen pd begercellen og venter pd et ekstracellulcert for den blir sekrert ut i det ekstracellulcere miljoet

(26). lllustrasjonen er hentet fra «Begerceller» pa Store norske leksikon (29).

2.4 Mukus og mucin

Mukus er et viskest slim med ulike biokjemiske funksjoner som hovedsakelig skilles ut av
begerceller, men ogséd av andre sekretoriske og ikke-sekretoriske celler, 1 hud, gjeller og
gastrointestine regioner, da disse omradene er spesielt utsatt for sykdom (3, 10). Mukus
inneholder vann (95%), salter, ioner, lipider (fettsyrer, fosfolipider og kolesterol), proteiner
som mucin og lysosym, immunglobuliner, defensiner, vekstfaktorer og trefoil faktorer (30,
31). Mukus har som funksjon & serge for & danne bade en kjemisk og fysisk barriere mot
patogener. Den fysiske barrieren vil altsa vaere & fysisk hindre patogener i 4 trenge inn
gjennom de epidermale cellelagene pa fisken, mens den kjemiske barrieren bestéar av ulike
katalytiske enzymer, peptider og andre makromolekyler, som for eksempel antimikrobielle
proteiner. Produksjon og sammensetning av mukus kan pavirkes av stress. Sammensetningen
er avgjerende for at de funksjonene som mukus har, tilpasses de forholdene som fisken
utsettes for. Stressende forhold gjer fisken mer mottakelig for patogener, men tidligere
studier har vist at stress forer til en okning i mukussekresjon slik at patogener blir fysisk
hindret i & trenge inn i fisken (6). Sekrering av mukus fra begercellene skjer ved regulert
eksocytose. Mukus blir pakket i vesikler inne i golgiapparatet, og venter pa et ekstracellulaert
signal, for eksempel inflammatoriske cytokiner som interleukiner. Slike signaler signaliserer

at mukus skal bli sekrert ut i det ekstracelluleere miljoet, se Figur 2.1B (26).

En viktig bestanddel i mukus er mucin, som er en gruppe glykoproteiner i oligo (O)-
glykoproteinfamilien (7). Det er mucin som gjer at mukus fér sine viskese og gelaktige
egenskaper. Disse egenskapene er viktige for & f4 dannet den fysiske barrieren som gjor det
vanskeligere for mikroorganismer & trenge inn gjennom epiteloverflatene. Monsteret pa
mucinenes glykosylering gir mucinene sine spesifikke biokjemiske og biofysiske egenskaper.
Disse egenskapene er viktig nér det kommer til blant annet celleadhesjon under metastase,
regulering av immunologiske responser, samt endring av egenskapene til proteiner som

interagerer med karbohydrat p4 mucinproteinet (32).

2.4.1 Sekrerte og membranbundne muciner
Mucin finnes badde som sekrerte molekyler og pA membranbundet form. De sekrerte

mucinene kan bli subklassifisert som store geldannende og smé lgselige muciner (8). Sekrerte



muciner danner store nettverk med hverandre gjennom disulfidbindinger mellom subenheter i
molekylene, og er viktige nar det kommer til beskyttelse mot mikroorganismer (8, 33).
Dannelsen av nettverket starter med N-glykosylering etterfulgt av dimerisering i
endoplasmatisk retikulum (ER). Videre vil multimeriseringen skje ved interkjede
disulfidbindinger mellom disse disulfidbundne dimerne gjennom D-domener i mucin.
Sekrerte muciner bestar av tre til fire D-domener som er rike pd disulfid og som alle er N-
glykosylert, se Figur 2.24 (34). Membranbundne muciner er transmembrane og blir
hovedsakelig uttrykt i epitelceller i kjertler og duktus. De membranbundne mucinene bestar
av et enkelt membranspennende segment i tillegg til en cytoplasmatisk hale og et relativt stort
ekstracellulert domene, se Figur 2.2B. Sentralt lokalisert pa bade sekrerte og membranbunde
muciner finnes tandem repeat (TR)-omrader. Hos membranbundne muciner er det disse
omrédene som skiller dem fra andre membranbundne glykoproteiner, hvor slike TR-omrader
gjerne er mindre sentralt lokalisert (32). I motsetning til de sekrerte mucinene som danner
store nettverk, finnes de membranbundne mucinene som monomerer, altsa er de ikke
geldannende (35). De membranbundne mucinene er viktige nir det kommer til intercellulere
interaksjoner, celle-matriksinteraksjoner, cellesignalisering samt endring av kreftcellers

biologiske egenskaper (7).
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Figur 2.2: (A) Structure of a secreted mucin. Schematic representation of a secreted mucin (36). lllustrasjonen
viser oppbygningen til MUCS5B, som et eksempel pd oppbygningen til et sekrert mucin. I likhet med

membranbundne muciner, har sekrerte muciner ogsd karbohydratkjeder langs proteinet. TR-omrddene er



symbolisert med « TRy». lllustrasjonen har tatt utgangspunkt i «Mucins and their receptors in chronic lung
disease» fra PubMed (36). (B) Structure of MUC1 Mucin (37). lllustrasjonen viser eksempel pd oppbygning av
et membranbundet mucin. Pd figuren er MUCI, som ikke blir omtalt i denne oppgaven, illustrert, men MUC18
antas d ha en lignende oppbygning (38). Den C-terminale enden befinner seg inne i cytoplasma, mens den N-
terminale enden er ekstracellulcer. Det er bundet karbohydratkjeder langs proteinets ryggrad, som gjor mucinet
til et glykoprotein. TR-omrddene er ikke illustrert, men er lokalisert langs proteinets ryggrad. lllustrasjonen har

tatt utgangspunkt i «MUCI Mucin: A Putative Regulatory (Checkpoint) Molecule of T cells» fra PubMed (37).

2.4.2 Mukus sine funksjoner i fisk generelt

Mukus er tenkt & ha flere viktige funksjoner hos fisk nar det kommer til osmoregulering,
ioneregulering, syre-basebalansen samt respirasjon og ekskresjon av nitrogenholdige
avfallsstoffer (4). I tillegg er mukus en viktig del av forstelinjeforsvaret i immunsystemet, da
slimlaget fungerer som en barriere som hindrer patogener i & trenge inn i fisken (2, 23).
Tidligere studier referert til av Shepard (1994) har vist at mukus bidrar til & hindre vann i a
absorberes inn i fisken i ferskvann, og hindrer vann i & trenge ut i saltvann. Disse studiene ser
pa fisk som har fitt mukus fjernet, og da det er usikkert om ogsd andre komponenter er
fjernet, vil det videre vare usikkerhet rundt om mukus alene har denne funksjonen hos fisken
(4). Under transport og andre ytre pavirkninger kan det oppstd skader som kan fjerne eller
skade mukuslaget slik at det vil fungere mindre effektivt. Fjerning av og skade pa mukuslaget
kan videre fore til at saltvannsfisk blir dehydrert mens ferskvannsfisk tar opp for mye vann
(39). Mukus fungerer som en svakt negativt ladd ionebytter, noe som kan fore til et enklere
opptak av natrium i gjellene (4, 40). Dette kan forklares ved at glykoproteinene i mukus er
sure ved neytral pH. Noe som stetter at mukus har en viktig funksjon i ionereguleringen, er
antall begerceller pé fiskens overflate som minker nar saliniteten eker. Mukus pa gjellene er
ogsé antatt & pavirke respirasjonen, da overflod av mukus ferer til at vann ikke stremmer like
lett gjennom gjellene, i tillegg til at det hindrer diffusjon av Oz til overflaten av gjellene. Sa
vidt vi vet er det ikke publisert nok studier som kan stette at mukus faktisk har disse
funksjonene hos fisk, da det i disse forsekene kun brukes isolert mukus. Det er derfor
vanskelig 4 se en sammenheng med hvordan det er in vivo. All informasjon om funksjonen til

mukus kan legge grunnlag for videre forskning (4).

2.5 Genekspresjon og stressrespons
Genekspresjon er at informasjonen i gener kommer til uttrykk slik at en celle far sine

egenskaper og funksjoner (41). Genekspresjon avhenger av cellenes behov og cellen vil



produsere de molekylene den trenger ved 4 lese av deoksyribonukleinsyre (DNA). Nar et gen
skal utrykkes ma det gjennom felgende trinn; genaktivering, transkripsjon, prosessering av
ribonukleinsyre (RNA) og proteinprosessering. Mengden gen som utrykkes til enhver tid
reguleres av ulike mekanismer, blant annet av transkripsjonsfaktorer og RNA-modifisering.
Genregulering pa transkripsjonsniva kontrollerer hvor ofte og til hvilken tid ulike gener
transkriberes, altsd om det skal skje genekspresjon av dette genet eller ikke.
Transkripsjonsregulatorer er proteiner som gjenkjenner ulike regulatoriske DNA-sekvenser,
og bindes til denne sekvensen slik at transkripsjonen enten blir fremmet eller hemmet (26).
De proteinene som hemmer transkripsjonen kalles for repressorproteiner, mens de som

fremmer transkripsjonen kalles aktivator (42).

Stressresponsen hos fisk bestir av adferdsendringer og fysiologiske endringer pa ulike nivéer
involvert i en kompleks kaskade. I den primare responsen frigjores kortikosteroider, som
kortisol, og katekolaminer. Den sekundere responsen involverer endringer i metabolismen,
og den tertizre responsen karakteriseres av endringer i adferd. Stressresponsen som settes i

gang gjor fisken mer motstandsdyktig mot den aktuelle stressoren (43).

2.6 Mélgener
2.6.1 mucs

En viktig gruppe av muciner i gjellevev er Muc5. Muc5 inngar i subklassen store
geldannende muciner (30). Reguleringen av uttrykningen av muc) skjer med mitogen
aktiverte protein kinaser (MAP-kinaser), nukleer faktor kappa-B (NF-kB), og gjennom
epidermal vekstfaktorreseptor signalveier. Molekyler som stimulerer til ekspresjon av
muc3ac er blant annet inflammatoriske cytokiner som tumornekrosefaktor-alfa (TNF-a) og
ulike interleukiner, bakterieprodukter og miljeforurensninger (3). Det har blitt funnet syv
ulike sekrerende mucingener i atlantisk laks, hvor fem av dem klassifiseres som muc3, mens
to av dem klassifiseres som muc2. Innenfor muc5 finner man mucSac. 1, mucSac.2, mucSac.3,
mucSac.4 og muc5b som hovedsakelig finnes 1 gjeller, skinn og pylorus blindsekkene. Det er
gjort forsek som har vist mucins funksjoner nar det kommer til stresspavirkning, blant annet
kan det se ut som Muc5 er viktig nar det kommer til regulering av mukusproduksjon (25).
muc) viste seg i et forsgk & veere de genene i gjellene som ble transkribert i storst grad (3).
For a kunne bruke disse genene som biomarkerer i fisk pd lik mate som hos mennesker,

trengs det mer forskning rundt dette (25). Tidligere forsek utfort av Sveen et al. (2017) har



kommet frem til at noen mucingener, blant annet muc5b og muc5ac2/4, kan benyttes som
biomarkerer som er spesifikke for vev for & se pé fiskens stresshandtering. Forseket deres har
ogsé vist at mucSac-ekspresjonen gkte i gjeller etter en stressreaksjon (3). Forsek har vist at
MucS5 spiller en viktig rolle i de respiratoriske veiene til fisk, i likhet med pattedyr. Dette ble
vist 1 et forsek hvor ekspresjonen av muc)5 ble redusert etter at amebegjellesykdom (AGD)-

infiserte fisk fikk ferskvannsbehandling (25).

2.6.2 mucl8

Muc18 er et membranbundet mucin ogsd omtalt som melanom celleadhesjonsmolekyl fordi
det har vist seg at dette mucinet er viktig for utviklingen av metastasering av blant annet kreft
av typen melanoma. Mucl8 er viktig i intercelluleer kommunikasjon og —adhesjon, samt
cellemigrasjon (9, 25). Endret uttrykk av genet kan derfor pavirke cellens bevegelighet og
invasivitet. Nir det kommer til adhesjon er dette spesielt relevant i gjeller og skinn hos fisk,
da dette er omrader som er i direkte kontakt med stremninger i vannet (38). Proteinet tilhorer
immunglobulin superfamilien, men det er omdiskutert om Muc18 skal vare en del av
mucinfamilien da det skiller seg fra andre muciner ved at den ikke har de karakteristiske TR-
omradene (25, 44). MUCI8 er viktig i de respiratoriske veiene hos mennesker, da det blant
annet er sett en okt ekspresjon i makrofagene i alveolene hos astmapasienter. Forsgk har vist
at MUC18 hos mennesker med bakterielle infeksjoner i lungene promoterer
proinflammatoriske responser, og dermed er viktig i forsvaret mot infeksjoner (11). IL13 og
andre T-hjelpercelle 2 (Th2)-cytokiner stimulerer til ekspresjon av MUC18 hos mennesker,
men utover dette er regulering av MUCI18 lite undersekt. I likhet med hos mennesker vet man
lite om mucl8 hos fisk. Tidligere studier gjort av Pérez-Sanchez et al. (2013) har likevel vist
at Muc18 var det mest fremtredende mucinet i gjeller og skinn, selv om det uttrykkes i alle
organer i fisken (38). Funksjonen til Muc18 i gjeller er fortsatt uvisst, og det trengs videre

forskning rundt dette.

2.6.3il4/13a

Interleukiner er en type cytokiner, og skilles blant annet ut av ulike celler som er en del av det
adaptive immunforsvaret. Cytokiner er loselige proteiner som skilles ut som folge av at vevet
utsettes for patogener og ulike antigener. Ulike cytokiner har ulike funksjoner, men
hovedfunksjonen deres er at de forer til, og regulerer ulike immunologiske og

inflammatoriske responser. Interleukiner skilles ut hovedsakelig av leukocytter, men ogsa av



en rekke andre kroppsceller for & pavirke vekst, differensiering og aktivering under
inflammatoriske responser og immunresponser (12). Ulike interleukiner har ulike spesifikke
oppgaver i immunforsvaret, men alle utever sin effekt ved & bindes til spesifikke
overflatereseptorer i membranen pa celler (45). De fleste interleukiner har parakrin eller

autokrin virkning, men noen kan ogsé gé ut i blodstremmen og virke endokrint (12, 46).

IL4 og IL13 blir begge produsert av Th2-celler som en reaksjon pa allergener og patogener
(47). IL4/13a ligner pa bade 1L4 og IL13, og har blitt funnet i fisk (48). IL4/13a har vist seg a
indusere proliferasjon av B-celler i fisk, i tillegg til differensiering av B-lymfocytter.
Rapporter har vist at disse egenskapene er liknende for mennesker og fisk (49). Begge disse
interleukinene induserer muc5 genekspresjon i luftveier. Forsek har vist at IL4 induserer
muc) ekspresjon hos mus, mens IL13 induserer ekspresjon av MUC5 hos mennesker (50, 51).
IL4 sine hovedoppgaver gér pa regulering av antistoffproduksjon, hematopoese og
inflammasjon, 1 tillegg til utvikling av T-cellenes effektoregenskaper (52). Nér IL4 bindes til
reseptorer i membranen i T-cellene, vil det fore til produksjon av transkripsjonsfaktorer, som
igjen forer til mer produksjon av IL4 (45). IL13 skilles fra IL4 ved at det har andre viktige
funksjoner. Forsgk har vist at IL13 stimulerer til gkt produksjon av begerceller og okt
ekspresjon av muc5AC og eventuelt muc5B (25, 51). Et forsek utfort av Takizawa et al.
(2011) viste at i/4/13a ble mest uttrykt i thymus, gjeller og skinn hos salmonoider (53). Bade
IL4 og IL13 har antiinflammatoriske egenskaper (13).

Tabell 2.1: Oversikt over malgenene analysert i denne studien, og hovedfunksjonene til proteinene de koder for.

Gen Protein Hovedfunksjoner

much Mucin5 Regulerer mukusproduksjon og mukusviskositet
9).

mucl8 Mucinl8 Hos mennesker: Celleadhesjon. Intercellulaer

kommunikasjon, cellemigrasjon,
proinflammatorisk (10).

il4/13a Interleukin 4/13a Antiinflammatorisk. Regulerer ulike
immunologiske og antiinflammatoriske prosesser
(11, 12).
2.6.4 actb

Actb er til stede i alle celler og spiller en viktig rolle i essensielle prosesser som prosessering
av mRNA og transkripsjon, men ogsa for & opprettholde cellemobilitet og celleform. Disse
basale funksjonene til proteinet gjor at ekspresjonen av actb ikke blir pavirket av stresset som

er pafort. I tillegg er genet lite endret gjennom evolusjonen. Alle disse egenskapene gjor at



det egner seg som et normaliseringsgen (54). Normaliseringsgener er gener som blir lite
pavirket av ytre miljofaktorer, og som dermed uttrykkes jevnt i cellene. Det finnes flere ulike
normaliseringsgener, men det som er felles mellom dem er at de ofte er essensielle for
metabolisme og andre grunnleggende funksjoner i cellen. For & kunne validere at qPCR gir
riktige resultater, benyttes slike normaliseringsgener ved a kontrollere at disse uttrykkes likt 1
alle pravene. Normaliseringsgen brukes som intern standard for & kvantifisere absolutt og
relativ genekspresjon gjennom statistiske beregninger. Selv om genekspresjonen i
normaliseringsgener er konstant i cellen, kan ekspresjonen fortsatt variere ved noen typer
forhold, og gi et feilaktig resultat. Det er derfor viktig & utfere analyser for a finne det

normaliseringsgenet som er best egnet for det forseket som skal utferes (55).

2.7 Genekspresjonsanalyse

For genekspresjonsanalyse ved bruk av to-trinns revers transkriptase kvantitativ (real time)
polymerasekjedereaksjon (RT-qPCR), blir enzymet revers transkriptase benyttet for a
omdanne mRNA til cDNA, for cDNA videre blir amplifisert. Revers transkriptase vil
sammen med primere og deoksyribonukleotid trifosfater (AINTP-er) danne den
komplementare cDNA-traden, som gir et ustabilt kompleks av RNA-templat og cDNA.
RNA-trdden vil brytes ned, og det dannes dobbelttrddet deoksyribonukleinsyre (dssDNA) ved
hjelp av polymerase og dNTP-er. Dette cDNA-et amplifiseres videre ved hjelp av qPCR (56).

Kvantifiseringen av mélgen ved bruk av qPCR baserer seg pa & méle emittert lys i form av
fluorescens som folge av binding av fargestoff til dsSDNA. SYBR Green er et mye brukt
fargestoff 1 qPCR-analyser, som binder seg til alt dSSDNA. SYBR Green bindes ogsa til
primer-dimere og uspesifikke DNA-sekvenser. Dette tas hoyde for ved & utfere en
smeltepunktsanalyse. Denne analysen utfores etter at amplifiseringen er ferdig. Ulike
amplikonsekvenser vil ha ulike temperaturer hvor de smelter, og dermed vil det dannes flere
topper under smeltepunktsanalysen dersom man har flere ulike amplikon i PCR-produktet.
Dette vil veaere et tegn pa at amplifiseringen ikke har vert spesifikk nok, eller at proven har
blitt kontaminert (57). Ved a benytte seg av SYBR Green i qPCR serges det for et mer

neyaktig resultat, pa kortere tid, fra mindre provemateriale (58).



2.8 Kvalitetskontroller genekspresjon

2.8.1 Qubit

Qubit er et lite fluorometer som brukes for & bestemme konsentrasjon av blant annet
nukleinsyrer. Det brukes et fargestoff som bindes spesifikt til RNA, DNA eller protein,
avhengig av hva som skal analyseres. Nér bindingen skjer, vil fargestoffet fluorescere, og
Qubit maler automatisk denne fluorescensen. Qubit er en sensitiv metode som egner seg nar

det skal males svert lave konsentrasjoner. I tillegg er metoden automatisert, noe som gjor den

effektiv (59).

2.8.2 ROX

Carboxyrhodamine (ROX) er et passivt fluorescerende fargestoff som kan brukes dersom
qPCR-maskinen er kompatibel med fargestoffet. For at et qPCR-instrument skal vere
kompatibelt med ROX, mé det ha en ROX-kanal (60). Da ROX er passivt kan man tilsette det
til mastermiksen uten at dets fluorescerende signal pavirkes av PCR reaksjonene, og det vil
dermed forbli stabilt under hele reaksjonen. Dette betyr at signalet som detekteres ikke blir
proporsjonalt med mengden templat slik som ved bruk av SYBR Green. Hensikten er a
normalisere signalet, noe som vil kunne redusere variansen mellom parallellene. ROX sarger
for & korrigere volumforskjeller mellom brenner, som kommer av sma ungyaktigheter ved
pipettering og fluorescensfluktueringer (61). ROX vil pé flere mater dermed sorge for &

kvalitetssikre resultatet.

2.8.3NTC

No template control (NTC) er satt opp pa samme méte som prevene, men de inneholder ikke
cDNA-templat. Bruk av NTC i RT-PCR vil sikre at de signalene som detekteres i brennene
med prove er spesifikk for amplikonene man ser etter (62). Bronnene med NTC brukes for &
detektere uspesifikk amplifisering, primer-dimere og kontamineringer. Ved bruk av SYBR

Green er analysen spesielt utsatt for primer-dimere, noe som enkelt kan oppdages i NTC (63).

2.8.4 Smeltepunktsanalyse

Smeltepunktsanalyse utfores for & se at kun de milgenene man er ute etter a analysere er til
stede i1 reaksjonen. Analysen utfores etter at selve PCR-reaksjonen er gjennomfort, og baserer
seg pa prinsippet om at dsSDNA vil denatureres til enkelttradet deoksyribonukleinsyre

(ssDNA) under oppvarming, noe som vil fore til tap av fluorescensintensitet. Smeltepunktet



defineres som den temperaturen hvor 50% av dsDNA har denaturert til ssDNA. Ulike mélgen
vil ha ulike smeltepunkt, da smeltepunkt avhenger av guanin-cytosin (GC)-innhold, lengde
og baserekkefolge. Den negativt deriverte fluorescens-temperaturkurven brukes for a se om
produktet er rent. Dersom man bare fér en topp, betyr det at man kun har en type amplikon,
noe som videre betyr at produktet er rent. Dersom man fér flere topper, kan det komme av

kontaminering av preven, primer-dimere eller uspesifikke amplikon (64, 65).

2.9 Statistikk

Det finnes ulike metoder for & beregne relativ genekspresjon. En av dem er AACt, som brukes
for & bestemme fold changes. Fold changes er et mal pa hvor mye mengden gen som
uttrykkes, har endret seg (66). For 4 beregne AACt-verdien ma syklus terkselverdiene (Ct-
verdiene) fra normaliseringsgenet sammenlignes med malgenenets Ct-verdier. Det er ogsa
nedvendig a lage paralleller for & sikre at resultatene man far er palitelige (67).

For a beregne AACt brukes folgende ligninger:

Ligning 1 ACt = Ct(malgen) — Ct(normaliseringsgen)

Ligning 2 AACt = ACt(behandlet) — ACt(ubehandlet)

Ligning 3 Fold changes = 2~84Ct

Nér fold changes skal beregnes, er det forste som mé gjores & finne gjennomsnittet av Ct-
verdiene mellom parallellene for hvert gen, inkludert normaliseringsgen (43). Videre finner
man ACt ved 4 trekke Ct-verdien for normaliseringsgen fra Ct-verdien for mélgenet, slik at
verdiene blir normalisert (Ligning 1). Det ma sa velges en kalibrator, som ofte er den
ubehandlede pravegruppen. Den relative genekspresjonen settes da opp imot denne

provegruppen (68).

AACt-verdien blir bestemt ved a regne forskjellen mellom ACt-verdien for den behandlede
proven og den ubehandlede proven. I dette tilfellet vil den ubehandlede proven vare
proveuttak som ble tatt for fisken ble transportert. Gjennomsnittet av Ct-verdiene for de

ubehandlede prevene blir brukt som kalibrator, og det er denne verdien som blir satt inn i



Ligning 2. Videre bruker man Ligning 3 til 4 beregne fold changes, slik at man kan se om

genekspresjonen har holdt seg stabil, eller om genet har blitt oppregulert eller nedregulert.



3.0 Metoder

3.1 Materiale/forsgksdesign

Gjellevevspraver ble hentet ut fra oppdrettslaks ved ulike tidspunkt av sjesettingsprosessen;
for (B), under (S), tre uker etter (S3) og seks uker etter (S6). I denne bacheloren ble prevene,
med unntak av S6, videre analysert for endring av genekspresjon med n=12 fisk for hvert av
tidspunktene. Fiskene ble hentet fra Hjelvik Settefisk AS i Vagstranda hvor de ble klargjort
for transport gjennom regulert mat- og lystilgang, samt konstant temperatur ved 6,5°C. To
uker for transport ble smoltene holdt i 50% sjevann og 50% ferskvann, og ved dette
tidspunktet ble pravene for sjosetting tatt. For smoltene ble transportert til sjo métte ATPase-
aktiviteten males for & sikre at de var klare for denne transporten, samt matte smoltene sultes
for de ble overfort til sjo. Post-smoltene ble pumpet over i brennbater og transportert til
oppdrettsanlegg i Vikebukt, hvor temperaturen ble mélt til 6,4°C. Hele prosessen tok seks
timer, hvorav 15-20 minutter av disse timene ble brukt til selve transporten. Under
pumpingen over i oppdrettsanlegget, ble de post-smoltene det skulle tas prever fra fanget med
nett. Neste gang prover ble tatt var tre uker etterpa, og pa dette tidspunktet ble
vanntemperaturen malt til & vaere 9,4°C. Det var viktig at post-smoltene skulle leve under

normale forhold uten lus og sykdom, og de vanlige rutinene skulle folges (14).

For a sikre fiskens velferd under vevsinnsamling ble retningslinjene i direktiv 2010/63/EU
fulgt, i tillegg til norsk lov. Benzoak vet. (50 mg/l, ACD Pharmaceuticals AS) ble brukt for a
avlive fisken for provene ble uthentet. Provene ble hentet fra den andre gjellebuen til fisken
ved bruk av sterilisert saks og tang. For a stabilisere RNA ble pravene overfort til ror som

inneholdt RNAlater (cat.no AM7021, Invitrogen) fer de ble oppbevart ved -80°C (14).

3.2 RNA-isolering

RNeasy mini kit (cat.no. 74101, Qiagen) ble brukt i henhold til brukermanualen for &
ekstrahere totalt RNA. 600 pl buffer RLT (cat.no. 74101, Qiagen) og TissueLyser II (Qiagen)
ble brukt for & lysere vev og celler for & fa tilgang til RNA. TissueLyser II ble stilt inn til 2x2
minutter pd 25 Hz, og det ble brukt 5 mm store beads av rustfritt stal. Degradering av DNA
ble utfert ved bruk av RNase-Free DNase I Set (cat.no. E1091, OMEGA Bio-tek).
Kvalitetskontroll av RNA ble utfert ved bruk av Qubit 4.0 Fluorometer (Invitrogen) og Qubit
RNA 1Q Assay Kit (cat.no. Q33221, Invitrogen) for & undersgke om RNA var intakt (14).



3.3 cDNA syntese og konsentrasjonsbestemmelse

cDNA syntese ble utfort pé isolert RNA ved bruk av qScript cDNA Synthesis Kit (cat.no.
95047-100, Quanta Bio). Produsentens protokoll ble fulgt (vedlegg A.1.1). Det ble brukt 10
ul RNA, og det endelige volumet ble 20 pl. De resterende 10 pl skulle bestd av nukleasefritt
vann, qScript RT og qScript reaksjonsmiks. cDNA syntesen ble utfort pd Thermo Cycler
(Applied Biosystems). Konsentrasjonsbestemmelse av cDNA ble utfort ved bruk av Qubit 4.0
Fluorometer og Qubit 1X dsDNA HS Assay kit (cat.no. 33231, Invitrogen). Produsentens
protokoll ble fulgt (vedlegg A.1.2).

3.4 RT-qPCR

cDNA ble fortynnet slik at konsentrasjonen 1a innenfor omradet 400 pg/ul - 700 pg/ul
(vedlegg A.1.3). Videre ble det beregnet hvor mye cDNA som matte benyttes for & fa 400 pg
til gPCR-reaksjonen. qPCR-reaksjonene ble forberedt ved bruk av PerfeCTa® SYBR®
Green SuperMix, ROX (cat.no 95955-500, Quanta Bio), og produsentens protokoll ble fulgt,
med unntak av volumanbefalingene. Her ble protokollen til den upubliserte studien av Hoem
et al. fulgt (vedlegg A.1.4). Totalt volum skulle vare pd 15 pl, bestdende av nukleasefritt
vann, SYBR Green SuperMix, cDNA og primere. Alle primere ble optimalisert av Marcos-
Lopez et al., og ble hentet fra deres studie. Disse er presentert i 7abell 3.1. Analysen ble
utfort pd AriaMx ved bruk av en 96-brennsplate. Plateoppsettet for eksperimentene inkluderte
tre gen, et normaliseringsgen, og negativ kontroll (NTC), se vedlegg A.3 for detaljert
beskrivelse av oppsett. Alle provene ble analysert i duplikater. Temperaturskjema for selve
amplifiseringen ble hentet fra upublisert manuskript som denne bacheloren er en del av, og
det ble brukt standard temperaturskjema fra AriaMx for smeltepunktsanalysen (vedlegg
A.1.4).

Tabell 3.1 Primere for RT-gPCR. F = forward, R = reverse. Primerne er hentet fra og bestilt inn med bakgrunn

i studien gjort av Marcos-Lopez et al. (25).

Gen Sekvens (5°-3”)

muc) (F):CCGTGCTGGGAGACATTATGAAGT;
(R):TGCTGGAGAGGGAAAGGGTAAC

mucl8 (F):AAGAGCAGCGAGGTGGTG;
(R):TCCGTTGACTTGGCAGATGA

il4/13a (F):GCATCGTTGTGAAGAGCCAAGA;
(R):GAAGTCTCCTCAGCTCCACCT

actb (F):CCATCCAGGCAGTGTTGT;
(R):CGGAGTCCATGACGATACC




I denne studien benyttes actb som normaliseringsgen. Dette er et gen som i tidligere forsek har
vist seg 4 vaere det mest stabile & bruke for atlantisk laks (25). I det pdgaende
forskningsprosjektet som denne oppgaven er en del av, ble det utfort tester som ogsa viste at

acht var mer stabilt enn elongeringsfaktor-1-alfa (efl//a), som ogsé ble vurdert (14).

3.5 Dataanalyse

Aligent AriaMx 1.8 er qPCR-instrumentets software. Radata, som Ct-verdier, eksporteres til
Microsoft Excel. Standardavvik ble regnet for duplikatene. Relativ genekspresjon ble
beregnet ved & bruke 2-2-metoden, som beskrevet i teorien. Ved utregningen ble
normaliseringsgenet actb brukt som en kontroll for normalisering. Pravegruppe B ble brukt
som kalibrator for pravegruppene S og S3. For a beregne statistisk signifikans ble tosidig t-

test benyttet. For t-testen ble signifikansnivaet satt til 5% (vedlegg A.6).

Det ble brukt log: for & regne ut relativ genekspresjon. Denne logaritmiske skalaen benyttes
da det blir et kortere intervall mellom hver logaritmisk ekning i forhold til en annen hayere
logaritmisk skala. Dette gjor den relative genekspresjonen mer brukervennlig & fremstille i

boksdiagram.



4.0 Resultat

Resultatene er basert pa RT-qPCR-analyse av genene mucl8, muc3, il4/13a og actb tatt fra
tre ulike tidsintervaller (B, S og S3). Det ble tatt 12 prover fra hvert tidsintervall fordelt med
seks praver pa totalt seks qPCR-plater. Hver prove ble analysert i duplikat som presentert i
vedlegg A.3. Resultatene er utarbeidet fra rddata som er presentert i vedlegg A.4. AACt ble
beregnet ut ifra Ligning 1, Ligning 2 og Ligning 3, hvor actb ble benyttet som

normaliseringsgen.

Tabell 4.1 viser gjennomsnittlig Ct, smeltepunktstemperatur (Tm) og ACt for hvert av genene
for prevegruppe B, samt standardavvik for Ct og Tm. actb viser den laveste gjennomsnittlige
Ct-verdien, pd 18,96, og viser ogsé det hoyeste standardavviket mellom prevenes Ct-verdier,
med et standardavvik pd 3,01. Gjennomsnittlig ACt ble beregnet for alle genene med unntak
av actb, da Ct-verdiene for actb ble trukket fra mélgenenes Ct-verdier for & beregne ACt.
Gjennomsnittlig ACt for henholdsvis muci8, muc5 og il4/13a ble beregnet til 8,21, 12,42 og
8,26. Disse verdiene ble videre brukt for a beregne AACt for pravegruppene S og S3.

Tabell 4.1: Tabellen viser gjennomsnittlige Ct-, Tm- og ACt-verdier for de ulike genene med tilhorende
standardavvik for provegruppe B. Beregningene ble gjort i Microsoft Excel, og snittverdiene for ACt ble brukt
videre for d beregne AACt for provegruppene S og S3.

Gen Gjennomsnitt Ct | SD Ct | Gjennomsnitt Tm | SD Tm ACt snitt
mucl8 | 27,16 2,78 80,40 0,56 8,21
muc3 31,38 2,18 76,60 3,59 12,42
il4/13a | 27,22 1,74 717,55 3,11 8,26
actb 18,96 3,01 79,15 0,62

Tabell 4.2 og Tabell 4.3 viser gjennomsnittlig Ct, Tm, ACt og 222t for hvert av genene fra
pravegruppene S og S3, samt standardavvik av Ct og Tm. Ogsé i Tabell 4.2 er
gjennomsnittlig Ct for actb lavere enn for de andre genene. muc5 har gjennomsnittlig lavere
smeltepunktstemperatur i pravegruppe B enn i pravegruppe S. De andre genene har en
gjennomsnittlig stabil smeltepunktstemperatur bade i prevegruppe B og i prevegruppe S. 2

AACt ble beregnet ved & bruke gjennomsnittet av malgenenes ACt-verdier for provegruppe B.

2-8ACtyerdien til mucl8 i provegruppe S er gjennomsnittlig heyere enn for de andre genene

tatt fra samme provetidspunkt.



Tabell 4.2: Tabellen viser gjennomsnittlige Ct-, Tm-, og ACt-verdier for de ulike genene med tilhorende

standardavvik for provegruppe S. Tabellen viser ogsd gjennomsnittlig 2"** for de ulike genene for provegruppe

S. 228C yerdiene ble sd brukt videre for d lage en visuell framstilling av relativ genekspresjon. Beregningene

ble gjort i Microsoft Excel.

Gjennomsnitt Gjennomsnitt
Gen Ct SDCt | Tm SD Tm ACt snitt | 242 gnitt
mucl8 | 25,46 0,73 80,56 0,39 7,92 1,34
muc3 30,70 1,24 78,02 1,81 13,16 0,72
il4/13a | 26,57 0,98 77,71 0,32 9,02 0,67
actb 17,54 1,17 79,27 0,35

I Tabell 4.3 ser man igjen at gjennomsnittlig Ct for actb er lavere enn for de andre genene.

Gjennomsnittlig Tm for muc5 1 prevegruppe S3 er omtrent likt som for prevegruppe S, men

heyere enn gjennomsnittlig Tm for muc35 i prevegruppe B. Gjennomsnittlig 2-24-verdi til

muc5 er hoyere enn tilsvarende verdier for de andre mélgenene pd samme provetidspunkt. 2-

AACt for muc5 har gatt ned i forhold til prevegruppe S. Bade i pravegruppe S og S3 har il4/13a

de laveste gjennomsnittlige 2"24C-verdiene.

Tabell 4.3: Tabellen viser gjennomsnittlige Ct-, Tm-, og ACt-verdier for de ulike genene med tilhorende

standardavvik for provegruppe S3. Tabellen viser ogsd gjennomsnittlig 2"**“ for de ulike genene for

provegruppe S3. 222 verdiene ble sd brukt videre for d lage en visuell framstilling av relativ genekspresjon.

Beregningene ble gjort i Microsoft Excel.

Gjennomsnitt Gjennomsnitt 2-AACt
Gen Ct SDCt | Tm SD Tm ACt snitt snitt
mucl8 | 26,64 0,72 80,77 0,25 8,36 0,96
mucd 30,68 1,07 78,08 1,61 12,40 1,29
il4/13a | 28,02 0,83 77,88 0,36 9,73 0,42
actb 18,28 0,93 78,81 2,53

Tabell 4.4 og Tabell 4.5 viser provenummer og de fire méilgenene fra hver prove fra

henholdsvis S og S3, samt 2"24C-verdiene for de tre malgenene. Gjennomsnittet mellom hver

parallell ble beregnet, som vist i tabellene. De gjennomsnittlige 2-44“*-verdiene for hvert

maélgen for hvert provetidspunkt i Tabell 4.2 og Tabell 4.3 ble beregnet ut ifra verdiene i

Tabell 4.4 og Tabell 4.5 for henholdsvis prevegruppe S og S3.




Tabell 4.4: Tabellen viser 22 for parallellene for prove 1-12 for provegruppe S. Beregningene ble gjort i
Microsoft Excel og verdiene for gjennomsnittlig ACt for de ulike genene fra provegruppe B ble brukt til

beregning av 242,

Prove nr. | Gen 2-AnCt Prove nr. | Gen 2-AnCt
1 mucl8 1,36 7 mucl8 1,03
1 much 0,29 7 much 0,19
1 il4/13a 1,28 7 il4/13a 0,53
1 actb 7 actb

2 mucl8 1,10 8 mucl8 1,02
2 much 0,85 8 much 0,21
2 il4/13a 0,70 8 il4/13a 0,62
2 actb 8 actb

3 mucl8 1,76 9 mucl8 3,61
3 much 4,39 9 much 0,71
3 il4/13a 0,57 9 il4/13a 1,27
3 actb 9 actb

4 mucl8 0,99 10 mucl8 1,05
4 much 0,43 10 much 0,54
4 il4/13a 0,31 10 il4/13a 0,41
4 actb 10 actb

5 mucl8 1,33 11 mucl8 1,14
5 much 0,17 11 much 0,24
5 il4/13a 1,06 11 il4/13a 0,22
5 actb 11 actb

6 mucl8 0,89 12 mucl8 0,81
6 much 0,31 12 much 0,30
6 il4/13a 0,57 12 il4/13a 0,48
6 actb 12 actb

Tabell 4.5: Tabellen viser 22 for parallellene for prove 1-12 for provegruppe S3. Beregningene ble gjort i
Microsoft Excel og verdiene for gjennomsnittlig ACt for de ulike genene fra provegruppe B ble brukt til

beregning av 2°*2¢,

Prove nr. | Gen 2-AACt Prove nr. | Gen 2-AACt
1 mucl8 0,55 7 mucl8 0,87
1 much 0,96 7 much 0,36
1 il4/13a 0,34 7 il4/13a 0,27
1 actb 7 actb

2 mucl8 0,80 8 mucl8 0,75
2 much 1,28 8 much 0,48
2 il4/13a 0,52 8 il4/13a 0,40
2 actb 8 actb

3 mucl8 2,28 9 mucl8 1,06
3 much 3,35 9 much 2,35




3 il4/13a 0,45 9 il4/13a 0,43
3 actb 9 actb

4 mucl8 1,04 10 mucl8 0,82
4 much 1,22 10 much 0,40
4 il4/13a 0,22 10 il4/13a 0,22
4 actb 10 actb

5 mucl8 1,16 11 mucl8 0,48
5 much 3,36 11 much 0,55
5 il4/13a 1,44 11 il4/13 0,44
5 actb 11 actb

6 mucl8 1,40 12 mucl8 0,31
6 much 1,09 12 much 0,10
6 il4/13a 0,30 12 il4/13a 0,07
6 actb 12 actb

Resultatene av relativ genekspresjon er presentert i et boksdiagram (Figur 4.1). Det benyttes
logaritmisk skala, som er presentert pa y-aksen. 2"4C-verdiene fra provegruppe S og
prevegruppe S3, ble normalisert i forhold til prevegruppe B. Positive verdier symboliserer
dermed en oppregulering av genekspresjonen, mens negative verdier symboliserer en
nedregulering av genekspresjonen. mucl8 har gjennomsnittlig 2-24“verdi pa 1,34 i
prevegruppe S og 0,96 i provegruppe S3. muc5 viser en gjennomsnittlig 2-44“verdi pa 0,72 i
prevegruppe S og 2,39 i provegruppe S3. il4/13a har en gjennomsnittlig 2-*4“-verdi pa 0,67 i
pravegruppe S og 0,43 i pravegruppe S3. De vertikale linjene viser standardavvik for de ulike
genene fra pravene i prevegruppe S og S3. mucl§ i pravegruppe S har et standardavvik pa
0,72, og i prevegruppe S3 har det et standardavvik pa 0,49. muc5 i prevegruppe S har et
standardavvik pa 1,13, og i prevegruppe S3 har det et standardavvik pé 1,08. il4/13a i
provegruppe S har et standardavvik pd 0,34, og i prevegruppe S3 har det et standardavvik pa
0,33.
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Figur 4.1: Boksdiagrammet viser hvordan de ulike mdlgenene ble regulert i forhold til under normale forhold
(B), her symbolisert ved y=0. Tegnet * symboliserer en signifikant forandring i genekspresjonen av mucl8
mellom provene i provegruppe S og S3. Tegnet ** symboliserer en signifikant forandring i genekspresjonen av
muc5 mellom provene i pravegruppe S og S3. Tegnet *** symboliserer en signifikant forandring i
genekspresjonen av il4/13a mellom provene i provegruppe S og S3. Se vedlegg A.6 for t-test utfort pd 5%
signifikansnivd for de ulike mdlgenene. De vertikale linjene som gdr gjennom stolpene, symboliserer
standardavviket i provepopulasjonen. p38 har verken * eller vertikal linje som symboliserer standardavvik da
dette genet ikke er en del av denne studien, men er lagt inn for d vise hvordan en nedregulering ser ut. Nederst i
figuren er det en oversikt over de gjennomsnittlige 2**“-verdiene for de ulike mdlgenene, samt standardavvik
for 222 verdiene. Til venstre i figurens tabell er verdiene for provegruppe S, mens til hoyre er verdiene for

provegruppe S3.



5.0 Diskusjon

Denne studien ble utfort med prover tatt fra gjellevev fra atlantisk laks ved ulike
tidsintervaller. Hensikten med studien var a bestemme relativ genekspresjon for a undersoke
om transport fra settefiskanlegg pé land til oppdrettsanlegg i sjo ved hjelp av brennbat, gir en
fysiologisk respons hos fisken. I studien ble det sett pa tre gener som kan tenkes & vaere
stressrelaterte og det ble benyttet ett normaliseringsgen. Alle malgenene ved begge
provetidspunktene var oppregulert i forhold til prevegruppe B. Det ble utfort t-test for &
underseoke om det var en statistisk signifikant endring i genekspresjon for hvert av malgenene
mellom prevene fra prevegruppe S og pravegruppe S3 (vedlegg A.6). Med et signifikansniva
pa 5% ble det i denne studien observert en signifikant forandring av alle malgenene i disse

prevegruppene.

5.1 Analyse av genekspresjon

5.1.1 mucl8 og mucs

Figur 4.1 viser en oppregulering av muc3 1 prevegruppe S. I pravegruppe S3 kan det
observeres en ytterligere oppregulering. Dette er forventet da man har sett oppregulering i
tidligere studier utfert av Sveen et al. (2017) og Marcos-Lopez et al. (2018). Studien utfort av
Sveen et al. omhandlet endring i relativ genekspresjon som folge av ytre stressorer (3).
Marcos-Lopez et al. (2018) sé pé hvilke fysiologiske endringer AGD-infeksjon ga (25). Som
nevnt stimulerer muc) til sekresjon av mukus, som har som funksjon 4 lage en fysisk og
kjemisk barriere for & beskytte fisken mot patogener og andre ytre forurensninger.
Oppreguleringen av muc5 kan derfor vere et tegn pé en fysiologisk respons i fisken, og vil
fungere som en forsvarsmekanisme da immunsystemet ved fysiologisk respons som folge av
stress vil svekkes, og dermed gjore fisken mer mottagelig for patogener. Den ytterligere
oppreguleringen kan komme av at fisken etter transport til sjo ma tilpasses nye forhold med
mange ulike miljefaktorer som kan pdvirke de fysiologiske prosessene i fisken. De tidligere
studiene har ogsa vist at Muc$ er et viktig protein i gjeller, og resultatene i denne studien
tyder ogsé péd at Muc$5 er viktig i det respiratoriske systemet hos atlantisk laks. Dette fordi at
muc) ble oppregulert bade 1 prevegruppe S og i prevegruppe S3, noe som tyder pa at Muc5
spiller en viktig rolle nér det kommer til den fysiologiske responsen i fisk som utsettes for
ytre pavirkning. Forseket som ble utfort av Marcos-Lopez et al. (2018) viste en relativ
genekspresjon av muc) pa 28,61, som er vesentlig storre enn resultatene fra denne studien

som var pa 1,29 (25). Dette kan indikere at AGD gir en storre fysiologisk respons enn



transport, noe som kan forklares ut ifra at AGD er konstant og gir en langvarig pavirkning pé
fisken.

Muc5 stimulerer til sekresjon av mukus, og dermed vil en oppregulering av muc5 tyde pé at
det kan ha blitt sekrert mer mukus. Dette blir stottet av tidligere forsek utfert av Sveen et al.
(2017) som har vist at handtering av fisk ved bruk av netting eker transkripsjon av mucin i
gjellene (3). I tillegg er Muc5 viktig nér det kommer til viskositeten til mukus, da mukus vil
bli mer viskest ved hgyere innhold av sekrerte muciner som Muc5. Som nevnt kan mukus ha
mange viktige funksjoner nar det kommer til blant annet osmoregulering, ioneregulering og
respirasjon. Endret mengde og viskositet pA mukus kan dermed endre reguleringen av disse

prosessene, slik at fisken tilpasses forholdene.

I Figur 4.1 kan det ogsa observeres en oppregulering av mucl8 i prevegruppe S. |
pravegruppe S3 kan det fortsatt observeres en oppregulering, men den er mindre enn for
provene i prevegruppe S. Oppreguleringen av mucl§ i prevegruppe S er storre enn for muc) i
samme provegruppe. Det er observert gkt ekspresjon av MUC8 hos astmapasienter og det
kan tenkes at det kan vare en lignende sammenheng hos fisk. Astmapasienter har ofte gkt
utskillelse av mukus og det kan dermed tenkes at Muc18 kan vare en faktor som pavirker
sekresjon av mukus i likhet med Muc5. I en studie av Marcos-Lopez et al. (2018) ble det
observert en nedregulering av muci8 etter 21 dager, 1 motsetning til denne studien hvor det
ble observert en nedgang i oppreguleringen etter tre uker (S3) (25). Funksjonen til Muc18 er
ikke kartlagt enda, men basert pa tidligere forskning, kan en mulig forklaring pa at mucl8 er
mest oppregulert under transport vaere at Muc18 kan sette i gang proinflammatoriske
responser for 4 beskytte fisken mot akutte forandringer. Arsaken til at oppreguleringen av
mucl8 ble mindre etter tre uker, kan vaere at MUCI1S8 spiller en viktig rolle nar det kommer til
metastasering av noen type kreftceller hos mennesker. Det er mulig at Muc18 har en lignende
funksjon 1 atlantisk laks, og at laksen dermed har en innebygd forsvarsmekanisme. Denne
forsvarsmekanismen kan tenkes & kunne motvirke sterk oppregulering av mucl8 fordi
immunsystemet kan gjenkjenne Muc18 som en kreftmarker, og dermed kan fiskens
immunsystem tro at fisken har kreft. Mucl, som er et kjent onkogen, er beslektet med
Mucl8, og er ogsa en viktig regulator nar det kommer til apoptose (38, 69). Det kan derfor
vare mulig at Muc18 kan ha lignende funksjoner, og at dermed de cellene med
overekspresjon av mucl8 kan ha gétt i apoptose. Dette kan vere en forklaring pd at

oppreguleringen var mindre i1 prevegruppe S3 enn i prevegruppe S.



Mange membranbundne proteiner er viktig nar det kommer til intra- og intercellulaer
signalisering, og det samme kan gjelde for Muc18. Det kan tenkes at en oppregulering av
mucl8 kan fore til gkt syntese av Muc18, som fordeler seg rundt membranen pé cellen. Dette
kan fore til at flere celler adherer, slik at signalene nar ut til flere celler. Det er uvisst hvilke
signalveier Mucl18 er en del av, men det kan tenkes at Muc18 1 likhet med Muc$5 har en rolle

nar det kommer til sekresjon av mukus.

5.1.2il4/13a

For il4/13a kan det observeres en oppregulering i pravegruppe S. I provegruppe S3 kan det
ogsa observeres en oppregulering, men den er mindre. Bide for prevegruppe S og S3 er
il4/13a minst oppregulert av de malgenene som ble undersekt i denne studien. Denne studien
viser likhet med en studie gjort av Simon et al. (2010) hvor det ble sett at IL13 forte til en
oppregulering av MUC18-ekspresjon 1 bronkiale epitelceller hos mennesker (44). mucli8 og
il4/13a viste 1 denne studien en sammenheng i oppregulering, som kan sees i1 Figur 4.1. Det
kan se ut som om forholdet mellom disse to genene er omtrent like stort bade for prevegruppe
S og S3, noe som kan tyde pa at [IL4/13a er med pé a regulere ekspresjon av mucl§ i atlantisk
laks. Tidligere forsek utfert av Bottiglione et al. (2020) viste at behandling med blant annet
1L4/13a forte til en nedregulering av proinflammatoriske cytokiner (70). Det kan tenkes at
1L4/13a ogsé kan fere til nedregulering av andre proinflammatoriske molekyler, som for
eksempel Muc18. Oppreguleringen av i/4/13a i provegruppe S kan dermed ha bidratt til at
muc 18 ble mindre oppregulert i prevegruppe S3.

mucl8 hadde ved begge provetidspunktene en sterre oppregulering i relativ genekspresjon
enn i/4/13a. Fordi Muc18 har proinflammatoriske egenskaper, mens 1L4/13a har
antiinflammatoriske egenskaper, kan det indikere at det foregar et storre antall
proinflammatoriske enn antiinflammatoriske responser i fisken i forhold til normalt.
Proinflammatoriske responser resulterer ofte i feber og betennelse (71). Det at ekspresjonen
av il4/13a gar mer mot normalen i prevegruppe S3, tyder pa at immunforsvaret ikke er
overstimulert, og kan vere et tegn pa at fisken ikke har fysiologiske langtidsvirkninger etter

transporten.



Flere studier har vist at IL4 og IL.13 stimulerer til gkt ekspresjon av muc5 1 pattedyr (50, 51).
I tillegg har en studie utfort av Marcos-Lopez et al. (2018) antydet at det kan vare en
lignende sammenheng nar det kommer til fisk som er infisert med AGD (25). I Figur 4.1 kan
det observeres en differensiell regulering av muc5 og il4/13a, hvor det i pravegruppe S3 kan
ses en ytterligere oppregulering av muc3, mens oppreguleringen av i/4/13a blir mindre i
samme provegruppe. I denne studien kan det ikke observeres en lignende sammenheng i
regulering av disse genenes ekspresjon, slik som i studien utfort av Marcos-Lopez et al.
(2018) (25). Dette kan forklares ut ifra at AGD har en konstant og langvarig pavirkning pa
fisken, mens transport har en mer akutt pavirkning, fgr fisken videre ma tilpasses et nytt miljg
1 sjgen. Grunnet ulike typer stressorer i disse to studiene, kan de ikke direkte sammenlignes

da det kan vere andre faktorer som pavirker de fysiologiske responsene.

5.2 Kritiske punkter

Figur 4.1 viser et hpyere standardavvik for muc5 enn for de resterende malgenene, bade i
pravegruppe S og pravegruppe S3. En mulig forklaring pa dette kan ha vert at det alltid vil
vare variasjoner mellom individer i en populasjon, altsa kan den fysiologiske responsen
mellom ulike individer vere varierende. Transport og tilpasning til nytt miljo i sjo er

stressorer som kan fore til slike variasjoner 1 fysiologisk respons mellom individer.

Noen av parallellene fikk ingen Ct-verdi, og mulige arsaker til dette kan ha vert at cDNA-
templatet ikke har kommet ned i qPCR reaksjonsmiksen som foelge av eventuelle
pipetteringsfeil. Dette gjelder for prevene hvor bare en av parallellene mangler Ct-verdi. For
praver hvor begge parallellene mangler Ct-verdi kan dette avviket skyldes andre forhold. For
prove 4 fra provegruppe B, hadde ingen av parallellene for verken muc35 eller il4/13a Ct-verdi
(vedlegg A.4). Dette kan tyde pé at det er noe galt med preven, noe som kan skyldes feil
rundt provetaking eller lagring, eller feil rundt cDNA-syntesen (61). Manglende Ct-verdier

pavirker ikke resultatene i stor grad, da det fortsatt er nok verdier til & utfore beregninger.

Som et kvalitetssikringstrinn ble det benyttet NTC for & underseke om produktet var
kontaminert, samt for & se pa om det oppsto uspesifikk binding i reaksjonen. Det ble
observert tre positive NTC (vedlegg A.4), men da alle hadde en differanse pa minst fem fra

proven med hayest Ct-verdi, ble provene ansett som gyldige (72).



5.3 Videre forskning

Denne studien viste at det var en oppregulering av de aktuelle malgenene. Dette betyr ikke
nedvendigvis at proteininnholdet av de aktuelle proteinene har gkt, da det etter
transkripsjonen finner sted en rekke regulatoriske prosesser. Tidligere forsegk har vist at det
ikke alltid er en proporsjonalitet mellom transkribert mRNA og proteinekspresjon (73). For &
finne ut om det faktisk har blitt dannet mer av de aktuelle proteinene, kan det utfores
proteomiske studier. Ved a se pa bade genekspresjon og proteomikk, fir man en storre innsikt

1 hvordan den fysiologiske responsen i fisken faktisk er.

Som det har kommet frem gjennom oppgaven, er det lite forskning rundt mucingenene muc5
og mucl§ i fisk, og deres funksjoner. Det er ogsé lite forskning rundt funksjonene til IL4/13a
i fisk. For & bedre forsta hvordan den fysiologiske responsen pévirker fisken, ber det forskes
pa funksjonene til disse genene, samt bor det forskes mer pa hvilke roller mukus spiller hos
fisk. Det bar ogsé forskes mer pd hvordan de ulike mélgenene i denne studien potensielt kan
regulere hverandre. Ytterligere forskning og kunnskap kan gi viktig informasjon om
fiskehelse i oppdrettsnaringen, og kan legge grunn for videre studier rundt fysiologiske

responser i fisk.

Denne bacheloren er en liten studie som ikke nedvendigvis viser det store bildet. Den mé
derfor ses i sammenheng med den upubliserte studien denne bacheloren er en del av, i tillegg
til andre studier som omhandler fiskens fysiologiske respons pa stress. Det ber ogsé forskes
mer pa disse genene i andre typer vev enn bare gjellevev, for & i sterre grad kartlegge den

fysiologiske responsen i hele fisken.



6.0 Konklusjon

Denne studien sa pd muc5, mucl8 og il4/13a fra gjellevev. Studien viste en signifikant
forskjell 1 ekspresjonen av malgenene mellom pravegruppe S og S3. Alle malgenene viste en
oppregulering ved de to prevetidspunktene i forhold til normale forhold (B). Denne
oppreguleringen viser at fisken har fatt en fysiologisk respons ved transport, men det er
usikkert hvordan denne fysiologiske responsen pévirker fiskens helse, da man ikke har
kartlagt funksjonen til de aktuelle malgenene. Det anbefales derfor videre forskning rundt

genenes funksjon 1 fisk.
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A.0 Vedlegg

A.1 Prosedyrer

A.1.1 cDNA
Tillaging av cDNA ved hjelp av Quanta bio qScript® cDNA Synthesis kit (revers
transkriptase). Det skal settes opp 20 pl reaksjoner i PCR-ror.

1. Tin alle reagenser. Vortex og spinn ned reagenser for bruk. Ha alle reagenser pa is.

2. Bland reagens og preve i qPCR-strips (merk alle ror) etter folgende tabell;

Tabell A.1: Tabellen viser oversikt over hvilke komponenter og mengde som skal blandes for a gjennomfore

cDNA-syntese.

Komponenter Mengde (ul)
RNA-templat 10
Nukleasefritt vann 5

qScript Reaction Mix | 4

(5x)

qScript RT 1

Totalt volum 20

3. Etter at reagens og prove er blandet, skal rerene vortexes og spinnes ned

4. Plasser PCR-strips i termosykler og inkuber sa etter folgende tabell;

Tabell A.2: Tabellen viser oversikt over inkubasjonstemperatur og -tid i termosykleren.

Tid (minutter) Temperatur (°C)
5 22

30 42

5 85

Hold 4

5. Etter inkuberingen legges cDNA i fryser pd -20 °C

A.1.2 Qubit pd cDNA
Tillaging av standard og prove
1. Sett opp nedvendig antall 0,5 ml rer for standarder og prever. Qubit™ 1x dSDNA HS
Assay Kit krever to standarder. Marker rarene pa lokket.
2. Tilsett 190 pl av den ferdiglagde Qubit working solution til hvert av de to rerene som
skal benyttes som standard. Tilsett 10 ul av hver Qubit standard til rerene.



Vortex rorene i 2-3 sekunder. Pass pé a ikke lage bobler.

Tilsett Qubit working solution til hvert rer slik at sluttvolumet blir 200 pl (195 ul
working solution ved 5 pl prove).

Tilsett 5 pl prove til de ulike rerene og vortex i 2-3 sekunder

Inkuber rerene ved romtemperatur i 2 minutter.

Kalibrering av Qubit 4 Fluorometeret

1.

2
3
4.
5
6
7

Trykk pa “DNA” pa hjemskjermen

Trykk pa “Ix dsDNA: High sensitivity (HS)”
Trykk pa “Read standards & run samples”
Sett inn standard 1 og trykk “Read standard”
Sett inn standard 2 og trykk “Read standard”

. Kalibrasjonen er ferdig etter at standard 2 er lest av

. Dersom kalibrasjonen er vellykket viser skjermen read standard og fluorescence vs

concentration graph

Avlesning av prever

1.
2.

Trykk “Run samples”

Juster prevens volum og méleenhet ved & henholdsvis trykke pé + eller — pd Sample
volume screen og velge méleenhet fra nedtrekksmenyen.

Sett inn hver av prevene og trykk “read tube”

Les av konsentrasjonen pé displayet

A.1.3 RT-qPCR - Fortynninger

Primere
1. Merk rorene og tilsett 90 ul nukleasefritt vann til hvert av rerene.
2. Tilsett 10 pl av hver primer til sine respektive ror.
3. Vortex og spinn ned.
cDNA
1. Merk rorene pa PCR-strips og tilsett nukleasefritt vann og cDNA etter beregninger

(vedlegg A.2).



2. Vortex og spinn ned.

A.1.4 RT-qPCR
1. Ha alle komponentene pa is, vortex og spinn ned for bruk.
2. Tilsett folgende komponenter (start med sterste volum) etter folgende skjema i 96-

brenns qPCR-plate;

Tabell A.3: Tabellen viser oversikt over hvilke komponenter og mengde som skal blandes for a gjennomfore

qPCR.

Komponent Volum for reaksjoner (ul)
PerfeCTa SYBR Green 7.5
SuperMix, Rox

Forward primer 1
Reverse primer 1
Nukleasefritt vann variabel
cDNA templat variabel
Totalt volum 15

Se vedlegg A.3 for plateoppsett og vedlegg A.2 for mengde nukleasefritt vann og cDNA-
templat.
3. Ha over plastfilm for & hindre fordamping, og spinn ned.

4. Sett platen inn i gPCR-maskinen

AriaMx
1. Skru pa qPCR-maskinen og logg inn.
2. Logg inn pé PC.
3. Apne Aria MX-software
4. Velg program kalt Quantitative PCR (DNA Binding Dye Including Standard Melt)
5. Bestem plateoppsettet
a. Marker de brennene som skal brukes
b. Under meny kalt “properties”, legg til ROX som fargestoff og SYBR Green
som referansefargestoff.
c. Navngi hver brenn med navn pa gen, prevenummer og parallell. Alle brenner
som skal inneholde prove defineres som “unknown”, mens de som skal vere

negativ kontroll defineres som “NTC”.



6. Trykk pa “thermal profile” og sett inn temperaturer, sykluslengde og syklusnummer

etter folgende skjema;

Tabell A.4: Tabellen viser oversikt over temperatur- og tidsskjema, samt hvor mange sykluser som skal

gjennomfores i gPCR-reaksjonen.

Antall sykluser Tid (minutter) Temperatur (°C)
Hot Start 1 03.00 95
Amplifisering 38 00.15 95
00.20 58
00.30 72
Smeltepunktsanalyse | 1 00.30 95
00.30 65
00.30 95

7. Trykk pa “Run” pa PC-en inne i siden for “thermal profile”.

8. Plasser proveplaten i maskinen og trykk pa “RUN” pd qPCR-maskinen.

A.2 Konsentrasjon av cDNA

Tabell A.5: Tabellen viser en oversikt over cDNA-konsentrasjonene som Qubit-fluorometeret ga. Disse verdiene

ble delt pad en fortynningsfaktor som ga ny konsentrasjon mellom 400 og 700 pg/ul. Da den endelige mengden
¢DNA i qPCR-miksen skulle bli 400 pg, ble 400 videre delt pa den nye konsentrasjonen, for d finne mengde som
skulle brukes i gPCR-miksen.

Prove Qubit cDNA fortynning Konsentrasjon etter
konsentrasjon av (cDNA templat + fortynning (pg/ul)
cDNA (pg/ul) nukleasefritt vann)

For 1-12

1 11000 2ul+34ul 611,1

2 2426 2ul+6pl 606,5

3 1736 2ul+4ul 578,6

4 13200 2ul+43 ul 733,3

5 8160 2ul+18 ul 816

6 5400 2ul+14 675

7 2280 2ul+6pl 570

8 11920 2ul+34ul 662,2

9 7000 2ul+ 18 ul 700

10 10000 2ul+39ul 555,5

11 5960 2ul+ 18 ul 596

12 11880 2ul+34ul 660

Under 1-12

1 16560 2ul+46ul 690

2 14680 2ul+40 ul 699

3 9000 2 ul+24 ul 692

4 16720 2ul+46ul 697




5 17680 2 ul+48 ul 707
6 12520 2ul+34u 696
7 8690 2 ul+24 ul 668
8 17640 2ul+48 ul 705,6
9 7080 2ul+ 18 ul 708
10 7840 2ul+20ul 713
11 7600 2 ul+20ul 691
12 12840 2 ul+34 ul 713
Tre uker etter 1-12

1 1696 2ul+6ul 424
2 4680 2ul+12ul 669
3 2764 2ul+6ul 691
4 2968 2ul+8ul 593,6
5 1108 4ul+4ul 554
6 3528 2ul+8ul 706
7 3268 2ul+8ul 654
8 3312 2ul+8ul 662
9 1724 2ul+4ul 575
10 3736 2ul+10 pl 623
11 4120 2ul+12 pl 589
12 1800 2ul+4ul 600

A.3 Oppsett pa plate




Mucls 1a Mucs 12 IL4/13a 13 Bact 1a Mucl8 42 Mucs 43 IL&/13a s Bactda Neg. Muclg
7.5 ul SYBR Green | 7.5 pl SYBR Green | 7,5 i SYBR Green | 7,5 i SYBR Groen | 7,5 ul SYBR Green | 7.5 ul SYER Green | 7.5 i SYBR Green | 7,5 wl SYBR Green 7.5 pl SYER Green
1ur 1ul#pP 1l FP 1LWFrP 1ur 1ul#p 1l FP 1LWFrP 1ul P
1uIRP 1ulRP 1LuRP 1ulRP 1uIRP 1ulRP 1 ulRP 1ulRP 1ulRP
B 0,65 pl templat 0,65 ul templat 0,55 pl tempiae 0,65 pl tempiat 0,55 wl templat 0,55 ul templae 055 pltempiae 55 pl tempiat 5.5 ulvann
4,85 ul vann 455 ulvann 4,25 yl vann 4,85 l vann 4,95 ul vann 4,95 ulvann 4,56 ylvann 4,95 i vaon
Mucls 1b Mucs 1b IL4/13a1b Bact 1b Mucls &b Mucs &b IL4/13a40 Bact &b Neg. Mucl8
7.5 ul SYBR Green 7.5 W SYER Green | 7,5 pl SYBR Green | 7,5 ul SYBR Green 7.5 i SYER Green | 7,5 pl SYBR Green 7.5 pl SYER Green
1ur 1l Fl 1LyFP 1ur 1l FP 1WFP 1ul#p
1ulRP 1 uRP 1ulRP 1ulRP 1L uRP 1ulRP 1piRP
C 0,65 i templat 0,55 il templat 0,65 pl templat 0,55 wl templat 0,55 pl templat 0,55 i templat 5.5 ulvann
4,85 ul vann 4,85 yl vann 4,85 wl vann ,95 yl vann 4,56 ul vann 4,95 wl vann
Mucls 23 IL4/13a 23 Bact2a Mucl8 52 Mucs 53 IL4/13a53 Bact 5a

7.5 SYER green 7.5 I SYBR Geeen | 7,5 wl SYBR Groen | 7,5 ul SYBR Green | 7.5 pl SYER 7.5 @I SYBR Green | 7,5 pl SYBR Groen
1y 1l FP 1LWFP 1ur 1ulFP 1ulFP 1WFP
1ulRP 1plRP 1 ulRP 1ulRP 1ulRP 1piRP L uRP 1ulRP

D 0,66 wi templat 0,66 ul templat 0,66 ul tempiae 0,66 pl tcempiat 0,50 w! templat 0,50 ul templat 0,50 pl tempiat 0,50 pl tempiat

4,84 yl vann 484 ulvann 4,24 ylvann 4,84 wlvann 5,0 yl vann 5.0 ulvann 5,0 yl vann
Mucl8 2b Muc 2b IL4/13a2b Bact 2b Mucls8 5b Mucs 50 IL4/13a50

7.5 ul SYBR Green | 7.5 pl SYBR Green | 7,5 i SYBR Green | 7,5 wi SYBR Groen | 7,5 ul SYBR Green 7.5 Wi SYBR Green | 7,5 wl SYBR Groen
1ur 1ul#pP 1l FP 1LWFrP 1ur 1l FP 1LWFrP
1uIRP 1pIRP 1 WRP 1ulRP 1uIRP 1 WRP 1ulRP

E 0,66 wl templat 0,66 ul templat 0,66 ul templae 0,66 pl tcempiat 0,50 u! templat 0,50 ul templat 0,50 plempiae 0,50 pl sempiat

4,84 yl vann 424 ulvann 4,24 ylvann 4,84 i vann 5,0 yl vann 5,0 ulvann 5,0 gl vann 5,0 i vann
Mucls 33 Mucs 33 IL&4/13a33 Bact3a Mucl8 6a Mucs &3 IL&/13a63 BactBa

7.5 ul SYBR Green | 7.5 pl SYBR Green | 7,5 i SYBR Green | 7,5 Wi SYBR Groen | 7,5 ul SYBR Green | 7.5 il SYER Green | 7.5 i SYBR Green | 7,5 wl SYBR Green
1ur 1ul#pP 1 FP 1LWFP 1ur 1ul#P 1l FP 1LWFP
1uIRP 1plRP 1 WRP 1ulRP 1ulRP 1plRP 1L WRP 1ulRP

F 0,69 wl templat 0,69 ul templat 0,69 pl templat 0,65 i templat 0,58 ul templat 0,58 ul templat 0,58 pl templat 0,58 i templat

4,81 plvann 421 ylvann 4,21 glvann 4,81 i vann 4,92 ylvann 4,92 ylvann 4,52 glvann 4,52 pl vann

Mucls 3b Mucs 3b IL4/13a30 Bact 3b Mucls8 6b Mucs 6b IL4/13a60 Bact 6b

7,5 ul SYBR Green | 7.5 pl SYER Green | 7.5 Wi SYBR Green | 7,5 wl SYBR Green | 7,5 ul SYBR Green 7.5 Wi SYBR Green | 7,5 pl SYBR Green
1y 1ul# 1l FP 1LuFP 1ur 1l FP 1WFP
1uIRP 1plRP 1 uRP 1ulRP 1ulRP 1L uRP 1ulRP

G 0,65 ul templat 0,63 ul templat 0,59 pl templat 0,65 pl tempiat 0,58 i templat 0,58 ul templat 0,58 pl templat 0,58 i templat

4,81 wl vann 481 ulvann 4,21 ylvann 4,81 wl vann 4,92 yl vann 4,92 ulvann 4,52 yl vann 4,92 w vann

H

Figur A.1: Figuren viser en oversikt over plateoppsettet for prove 1-6 tatt for transport.
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11

12

Mucs 7a IL&/13a7a Bact7a Mucls 102 Mucs 10a IL4/13a 102 Bact 102 Neg. Bact Neg. Mucls
7,5 W SYBR Green | 7.5 pI SYBR Green | 7,5 i SYBR Green | 7.5 pi SYBR Green | 7,5 wi SYBR Green | 7.5 pi SYBR Geeen | 7,5 Wi SYBR Green | 7.5 pl SYBR Green | 7,5 wl SYSR Green
1P 1ulFP LuFP 1ulFP 1LuFP 1ulFP LuFP 1ulFP L
1 WRP 1ulrpP 1 WRP 1ulRP 1 WFRP 1ulrpP 1 WRP 1ulRP 1 WRP 1ulRpP
0,7 Oul templae 0,70 i tempiat 0,70 ul templae 0,70 il tempiat 0,72 ul templae 0,72 pi tempiat 0,72 ultemplae 0,72 i tempiat 5,5 glvann 5,5 ylvann
4,80 ulvann 4,80 ul vann 4,20 ulvann 4,78 ulvann 4,78 ul vann 78 ul vann 4,78 ul vann
Mucls 7o Mucs 7 IL4/13a 70 Mucls 100 Mucs 10b IL4/132 100 Bact 10b Neg. Bact Neg. Mucls
7.5 pISYBR 7,5 W SYSRGreen | 75 uISYER Green | 7,5 Wi SYBR Green | 7.5 pISYER Green | 7,5 wi SYBRGreen | 75 uISYER G 7.5 W SYBRGreen | 7.5 pI SYER Green | 7,5 i SYBR Groen
1ulFP LuFe 1ulFP LuFe 1ulFP LuFe 1ulFP LuFe 1ulFP LuFe
1 WRP 1ulRrP 1 WRP 1ulRP 1 WrRP 1ulRrP 1 WRP 1ulRP 1 WRP 1ulRpP
70 ul templat 0,70 pi tempiat 0,70 ul templat 0,70 i templat ul templat 0,72 pi tempiat 0,72 ul templat 0,72 i templat 55ulvann 5,5 wlvann
4,20 ul vann 4,80 wl vann 4,50 ulvann 4,80 ul vann ul vann 4,78 wl vann 4,78 ulvann 4,78 yl vann
Mucls 8 Mucs 8a IL4/13a 82 Bact8a Mucls 113 Mucs 11a IL4/13a11a Bact 11a Neg. Mucs
7,5 SYBR green 7,5 W SYSRGreen | 7.5 uISYBR Green | 7,5 Wi SYBR Green | 7.5 uISYER Green | 7,5 Wl SYBR Green | 7.5 pI SYER Green | 7,5 pl SYBR Green 7,5 ul SYBR Green
1ulFP 1LuFP 1ulFP 1LuFP 1ulFP 1LuFP 1ulFP LuFe 1Ly
1 WRP 1ulRpP 1L WRP 1ulRP 1 WRP 1ulrpP 1 WRP 1ulRP 1ulrpP
0,60 ultemplae 0,60 pi tempiat 0,60 ul templae 0,60 pi tempiat 0,67 ultemplae 0,67 pitempiat 067 ultemplae 0,67 pi tempiat 5,5 wvann
420 ulvann 4,50 pl vann 4,90 ulvann 4,50 pl vann 423 ulvann 4,83 plvann 423 ylvann 4,83 ylvann
Mucls &> Muc 8b IL4/132 80 Bact Bb Mucls 11b Mucs 11b IL4/132 11 Bact1lb Neg. Mucs
TS5 uISYBR Green | 7,5 Wi SYSR Green | 7.5 uISYBR Green | 7,5 Wi SYSR Green | 7.5 uISYBR Geeen | 7,5 wl SYBR Green | 7.5 pI SYER Green | 7,5 pl SYBR Green 7.5 i SYBR Green
1ulFP 1LuFrP 1ulFP 1LuFP 1ulFP 1LuFrP 1ulFP LuFe 1LuFrP
1WRP 1ulRpP 1 yrRP 1ulRP 1 WRP 1ulrpP 1 WRP 1ulRP 1ulrpP
0,60 ul templae 0,60 pi tempiat 0,60 ul templae 0,60 pi tempiat 0,67 ultemplat 0,67 i tempiat 067 ultemplae 0,67 i tempiat 5,5 wvann
4,20 ulvann 4,50 ul vann 4,20 ulvann 4,50 wl vann 423 ulvann 4,83 plvann 453 plvann 4,83 plvann
Mucls o Mucs Sa IL&/13a %2 Bact9a Mucls 123 Mucs 12a IL4/13a 122 Bact12a Neg. IL4/13a
TSUISYERG 7,5 W SYSRGroen | 75 uISYERG 7,5 W SYSRGreen | 7.5 pISYBR Green | 7,5 pi SYBR Green | 7.5 I SYBR Green | 7,5 pl SYBR Green 7,5 pl SYSR Green
LulFP 1ulFP 1L FP 1ulFP LulFP 1ulFP 1LuFe Lure
1ulRP 1 WRP 1ulRP 1 WRP 1ulrpP 1 WRP 1ulRP 1ulRP
0,57 i tempiat 057 ul templat 0,57 pi tempiat 0,50 ul templat 0,60 pi tempiat 0,50 ul templat 0,60 pi tempiat 5,5 wlvann
4,593 ylvann 4,93 plvann 4,93 ulvann 4,93 ulvann 4,90 ulvann 4,50 ul vann 4,90 ulvann 4,50 ul vann
Mucls so Mucs b IL4/13290 Bact 3b Mucls 120 Mucs 12b IL4/132 120 Bact12b Neg. IL4/13a
7,5 i SYBR Green 7.5 W SYBRGreen | 7.5 pI SYER Green | 7,5 Wi SYBR Green | 7.5 pl SYER Green | 7,5 wl SYBR Green 7,5 ul SYBR Green
LuFe 1Lure 1ulFP 1LuFP 1ulFP Lure 1Lure
1ulrpP 1L WRP 1ulRP 1 WRP 1ulRrpP 1 WRP 1ulRP 1ulrpP
0,57 i tempiat 057 ultemplat 0,57 i tempiat 0,60 ultemplae 0,60 pi tempiat 0,60 ul templat 0,60 pi tempiat 5,5 wvann
4,93 ylvann 4,93 ulvann 4,93 ylvann 4,90 ulvann 4,50 ul vann 4,90 ulvann 4,50 wl vann

Figur A.2: Figuren viser en oversikt over plateoppsettet for prove 7-12 tatt for transport.
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Figur A.3: Figur viser en oversikt over plateoppsett for prove 1-6 tatt under transport.

10

11

12

Mucls Mucs 1a IL4/13a 13 Bact1a Mucls & Mucs 4a IL4/13a 42 Bactda Neg. Bact Neg. Mucls
75 I SYBR Green | 7,5 Wi SYBR Green | 7.5 I SYBR Geeen | 7,5 pl SYBR Green | 7.5 pISYBR Green | 7,5 Wi SYBR Green | 7.5 uI SYBR Green | 7,5 pISYSBR Green | 75 pISYERG 7,5 ul SYSR Green
1ulFP 1LuFP 1ulFP 1Lure 1ulFP 1LuFeP 1ulFP 1LuFrP 1ulFP Lure
1 RP 1ulrpP 1 WRP 1ulrRP 1y RP 1ulRP 1WrRP 1ulrp 1WrP 1ulRP
058 ul templat 0,58 pl tempiat 058 ul templat 0,58 pl tempiat 057 ultemplat 0,57 pi tempiat 057 ultemplat 0,57 pi tempiat 5, 5glvann 5,5 wlvann
4,92 ylvann 4,52 yl vann 4,92 ulvann 4,52 ulva 4,93 ulvann 4,53 wl vann 4,93 ulvann 4,93 yl vann
Mucls 1b Mucs 1b IL4/13a 10 Bact 1b Mucls 4o Mucs ab IL4/13a 40 8act b Neg. Bact Neg. Mucls
3 7.5 W SYBRGreen | 7.5 pISYER Green | 7,5 Wi SYBR Green | 7.5 uI SYBR Green | 7,5 Wi SYBR Green | 7.5 uISYBR Geeen | 7,5 Wi SYBR Green | 7.5 pl SYER Green | 7,5 wl SYBR Green
1ulFP 1LuFrP 1ulFP 1LurP 1ulFP 1LuFP 1ulFP 1Lure 1ulFP L
1 WRrP 1ulrpP 1 WRP 1ulRP 1 WFRP 1ulRP 1 WRP 1ulrp 1 WrRP 1ulRP
058 ul templat 0,58 pl templat 058 ultemplat 0,58 i templat 7 ul templat 0,57 i tempiat 57 ul templat 0,57 i templat 55ulvann 5,5 wlvann
4,92 ylvann 4,592 wl vann 4,92 ulvann 4,52 yl vann 4,93 plvann 4,53 w vann 4,93 ulvann 4,53 wl vann
Mucls 23 Mucs 2a IL&/13a 2a Bact 22 Mucls 53 Mucs 53 L 4/13a53 Bact 52 Neg. Mucs
7,5 SYBR green 7.5 W SYBRGreen | 75 uISYBR Geeen | 7,5 W SYBR Groen | 7.5 uISYBR Geeen | 7,5 W SYBR Groen | 7.5 uI SYBR Geeen | 7,5 wl SYBR Groen 7,5 wl SYBR Green
1uIFP 1LurP 1ulFP 1LurP 1ulFP LuFe 1ulFP 1LurP 1Lure
1 WRP 1ulrp 1 WRP 1ulRrP 1 WrRP 1ulRP 1 WRP 1ulrp 1ulRP
057 ul templat 0,57 i tempiat 057 ultemplat 0,57 i templat 57 ultemplat 0,57 i tempiat 057 ultemplat 0,57 templat 5,5 plvann
4,93 ylvann 4,53 pl vann 4,93 ulvann 4,53 plvann 4,93 plvann 4,53 vann 4,93 ylvann 4,53 i vann
Mucls 2b Muc 2b IL4/1322b Bact 2b Mucls 5b Muc5 5b IL4/13a 50 Bact 5b Neg. Mucs
7S5 uISYBR Green | 7,5 Wi SYBR Green | 7.5yl SYBR Green | 7,5 wiSYBR Green | 7.5 pISYBR Green | 7,5 i SYBR Green | 7.5 pl SYBR Green | 7,5 wl SYBR Green 7,5 ul SYSR Green
1ulFP 1P 1ulFP LuFre 1LuFP 1ulFP 1LuFP 1Lure
1 WRP 1ulRP 1 WRP 1ulRP 1ulRpP 1 WRP 1ulRP 1ulRP
057 ultemplat 0,57 i tempiat 057 ul templae 0,57 pl tempiat 0,57 pl tempiat 057 ultemplae 0,57 pl tempiat 5,5 ylvann
4,93 ylvann 4,53 pl vann 4,93 ulvann 4,53 plvann 4,53 pl vann 4,93 ulvann 4,53 i vann
Mucls 33 Mucs 3a L4/13a3a Bact 3a Mucls &3 Mucs Ba IL4/13a 6a Bact Ba Neg. IL4/13a
7S5 uISYBR Green | 7,5 Wi SYBR Green | 7.5yl SYBR Green | 7,5 wi SYBR Green | 7.5 pISYBR Green | 7,5 wi SYBR Green | 7.5 pl SYER Green | 7,5 wl SYBR Green 7.5 Wl SYBR Green
1ulFP 1LuFrP 1ulFP LuFe 1ulFP 1LulFP 1ulFP LuFrP SNTH g
1 WRP 1ulRpP 1WRP 1ulRP 1 WRP 1ulRrpP 1 WRP 1ulRpP 1ulRp
058 ul 1emplat 0,58 pl tempiat 058 ul templat 0,58 pi tempiat 058 ultemplat 0,58 pi tempiat 058 ul templat 0,58 pl tempiat 5,5 wivann
4,92 ulvann 4,592 pl vann 4,92 ulvann 4,52 yl vann 4,92 ulvann 4,592 wl vann 4,92 ulvann 4,52 pl vann
Mucls 3d Mucs 3b IL4/13a3b Bact 3b Mucl8 &d Mucs Bb IL4/13a6b Bact 6b Neg. IL4/13a
75 pISYBR Green | 7,5 Wi SYBR Green | 7.5 uI SYBR Green | 7,5 wi SYSBR Green | 7.5 pISYBR Geeen | 7,5 wi SYBR Green | 7.5 pl SYER Green | 7,5 wl SYBR Green 7.5 Wl SYBR Green
1ulFP LuFP 1ulFP LuFP 1ulFP LuFP 1ulFP Lyl FP L FP
1 RP 1ulRP 1WRP 1ulRP 1 W RP 1ulRP 1 RP 1ulRP 1ulRP
0,69 ul templat 0,69 i tempiat 0,69 ul templat 0,69 pi tempiat 058 ultemplat 0,58 pi tempiat 058 ul templat 0,58 pl tempiat 5,5 wivann
4,92 ylvann 4,52 yl vann 4,92 ulvann 4,52 yl vann 4,92 ulvann 4,52 yl vann 4,92 ulvann 4,52 yl vann
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12

Mucls 7. Mucs 7a IL4f13a7a Bact7a Mucls 102 Mucs 10a IL4/13a 102 Bact 102 Neg. Bact Neg. Mucls
75 QISYBR Green | 7,5 Wi SYBR Green | 7.5 pISYBR Green | 7,5 pi SYSBR Green | 7.5yl SYBR Green | 7,5 wi SYBR Green | 7.5 pI SYBR Geeen | 7,5 wi SYBR Green | 7.5 pI SYBR Green | 7,5 wl SYBR Green
1ulFP LuFP 1ulFP 1LuFP 1ulFP 1LurP 1ulFP 1LulFP 1uIFP LuFP
1 WRP 1ulRP 1 WRP 1ulRpP 1WRP 1ulRP 1 WRP 1ulRP 1 WRP 1ulRpP

0,60 ul templat 0,60 pi tempiat 0,50 ul templat 0,60 pi tempiat 056 ul templae 0,56 pi tempiat 056 ultemplat 0,56 pi tempiat 5,5 vann 5,5 pihvann
4,90 ulvann 4,90 pl vann 4,90 ulvann 4,90 ul vann 4,94 ulvann 4,94 ul vann 4,94 ulvann 4,54 ul vann
Mucl2 7o Mucs 7b IL4/13a 70 8act 7b Mucls 100 Mucs 10b IL4/132 100 8act 10b Neg. Bact Neg. Mucls
75 uISYBR Green | 7,5 Wi SYBR Green | 7.5 pI SYBR Green | 7,5 pl SYBR Green | 7.5yl SYBR Green | 7,5 Wi SYBR Green | 7.5 pi SYBR Geeen | 7,5 wi SYBR Green | 7.5 pl SYER Green | 7,5 wl SYBR Green
1ulFP LuFP 1ulFP Ly FP 1ulFP L Fe 1ulFP L FP 1ulFP Ly FP
1 WRP 1ulRP 1 WRP 1ulRpP 1WRP 1ulRP 1WFrP 1ulRP 1 WrRP 1ulRp
0,50 ul templat 0,60 pl tempiat 0,50 ul templat 0,60 i tempiat 0,56 ul templat 0,56 i tempiat 0,56 ul templat 0,56 i tempiat 35 ulvann 5,5 wlvann
4,20 ulvann 4,50 wl vann 4,90 ulvann 4,50 wl vann 4,94 ulvann 4,54 plvann 4,94 ulvann 4,54 i vann
Mucls 83 Mucs 8a IL4/13a 8a Bact 8a Mucls 113 Mucs 11a IL4/13a11a Bact 112 Neg. Mucs
7,5 SYBR green 7.5 W SYBRGreen | 7.5 pISYBR Green | 7,5 Wi SYBR Green | 7.5 uI SYBR Green | 7,5 Wi SYBR Green | 7.5 pl SYBR Green | 7,5 pl SYBR Green 7,5 ul SYBR Green
1ulFP 1Lure 1ulFP 1LuFre 1ulFP LuFe 1ulFP 1Lure Lure
1 WRP 1ulRP 1 WRP 1ulrp 1 WRP 1ulRP 1 WRP 1ulRP 1ulRp
057 ul templat 0,57 i templat 57 ul templat 0,57 i tempiat 0,58 ul templat 0,58 i tempiat 0,58 ul templat 0,58 pl tempilat 5,5 plvann
4,93 ulvann 4,53 plvann 4,93 plvann 4,53 i vann 4,92 ylvann 4,52 plvann 4,92 ulvann 4,52 wlvann
Mucls & Muc 8b IL4/1328d Bact 8b Mucl Mucs 11b IL4/13211b Bact11b Neg. Mucs
TS5 uISYBR Green | 7,5 Wi SYBRGroen | 7.5 uISYBR Geeen | 7,5 wISYBR Green | 7.5 uISYBR Geeen | 7,5 I SYBR Groen | 7.5 pI SYBR Green | 7,5 pl SYBR Green 7,5 ul SYBR Green
1ulFP 1Lure 1ulFP LW 1ulFP 1LurP 1ulFP LulFe 1LuFP
1 WRP 1ulRP 1 WRP 1ulrp 1ulRP 1 WRP 1ulRP 1ulrp
0,57 ul templat 0,57 pitempiat 057 ultemplae 0,57 pi tempiat 0,58 pi tempiat 058 ultemplat 0,5 w tempiat 5,5 yhvann
4,93 ulvann 4,53 pl vann 4,93 ulvann 4,593 pl vann 4,52 wvann 4,92 ulvann 5,0 ul vann
Mucls So Mucs Sa IL4/13a %9 Bact 92 Mucls 123 Mucs 123 IL4/13a 123 Bact 122 Neg. IL4/13a
7S5 uISYER Green | 7,5 Wi SYBR Green | 7.5 I SYBR Green | 7,5 Wi SYBRGreen | 7.5 pISYER Green | 7,5 wi SYSR Green | 7.5 uI SYBR Green | 7,5 wl SYBR Green 7,5 Wl SYBR Green
1ulFP 1LurP 1ulFP 1LurP 1ulFP 1LuFP 1ulFP 1LurP LW
1 WRP 1ulRP 1 WRP 1ulRp 1 WRP 1ulRP 1 WRP 1ulRP 1ulRpP
0,56 ul tiempiae 0,56 pl tempiat 056 ultemplae 0,56 pl tempiat 056 ultemplae 0,56 pl tempiat 056 ultemplae 0,56 pl tempiat 5,5 wvann
4,54 ulvann 4,54 yl vann 4,94 ulvann 4,54 yl vann 4,94 ulvann 4,54 yl vann 4,94 ulvann 4,54 yl vann
MuclE S0 Muc5 9b IL4/13290 Bact b Mucs 12b IL4/132 120 Bact12b Neg. IL4/13a
75 pISYBR Green | 7,5 ul SYSR Green 7.5 ul SYBR Green 7.5 ul SYBR Green 7,5 i SYBR Green 7,5 Wl SYSR Groen
1ulFP Lure LuFP L FP Lure LuFe
1LyrRP 1ulRP 1ulRpP 1ulRP 1ulRP 1ulRpP
0,56 ul templat 0,56 pi tempiat 056 ul templat 0,56 pi tempiat 056 ul templae 0,56 pi tempiat 056 ultemplat 0,56 pi tempiat 5,5 yhvann
435 ulvann 4,54 plvann 4,34 ulvann 4,54 pl vann 434 ulvann 4,54 plvann 494 ulvann 4,54 plvann

Figur A.4: Figurtekst: Figuren viser en oversikt over plateoppsettet for prave 7-12 tatt under transport.
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5 6 7 8 10 11 12
Mucls 13 Mucs 1a IL4/13a 1a Bact 1a Mucls &3 Mucs 4a IL4/13a & Bact 4a Neg. Mucls
TS uISYBR Green | 7,5 Wi SYBR Green | 7.5 pISYBR Green | 7,5 pISYBR Green | 7.5 pI SYBR Green | 7,5 i SYSBR Green | 7.5 uI SYBR Geeen | 7,5 wl SYBR Green 7,5 Wl SYBR Green
1ulFP 1LurP 1ulFP LWFeP 1ulFP 1LurP 1ulFP 1LurP Lure
1 WRP 1ulRP 1L WrRP 1ulRP 1WRP 1ulRP 1LWrRP 1ulRpP 1ulRP
0,94 ul templat 0,94 i templat 0,94 ul templat 0,94 pl templat 0,67 ul templat 0,67 i templat 0,567 ul templat 0,67 i tempiat 5,5 plvann
4,565 ulvann 4,56 ul vann 4,56 ulvann 4,56 ul vann 4,53 ulvann 4,83 ul vann 453 ulvann 4,83 pl vann
Mucls 1b Mucs 1b IL4/1321b Bact1b Mucls 4 Mucs 4b IL4/13a4b Bact &b Neg. Mucls
TS5 uISYBR Green | 7,5 Wi SYBRGreen | 75 pISYBR Green | 7,5 wISYBR Green | 7.5 pI SYER Green | 7,5 i SYSBR Green | 7.5 gl SYBR Geeen | 7,5 wl SYBR Green 7,5 Wl SYBR Green
1uIFP LuFrP 1ulFP Lu P 1ulFP 1LuFrP 1ulFP LurP Lure
1 WRP 1ulRP 1 WRP 1ulRpP 1 WRP 1ulRP 1 WRP 1ulRP 1ulRpP
0,94 ul templat 0,54 pl tempiat 0,94 ul templat 0,54 i templat 0,57 ul templat 0,67 i templat 0,67 ul templat 0,67 i templat 5,5 plvann
455 ulvann 4,56 ul vann 4,55 ulvann 4,56 ul vann 423 ulvann 4,83 pl vann 423 ulvann 4,83 ul vann
Mucls 23 Mucs 2a IL4/13a 23 Bact 2a Muclsss Mucs 53 IL4/13a53 Bact 53 Neg. Mucs
7.5 SYBR green 7,5 W SYBR Green | 75 uISYBR Green | 7,5 Wi SYBR Green | 7.5 pISYBR Green | 7,5 Wi SYBR Green | 7.5 pl SYBR Green | 7,5 i SYSR Green 7,5 wl SYBR Green
1ulFP 1LurP 1ulFP Lure 1ulFP 1LurP 1ulFP 1LurP LurP
1 WRP 1ulRP 1LWRP 1ulRP 1 WRP 1ulRP 1 WRP 1ulRP 1ulRP
0,50 ul templat 0,60 i tempiat 0,60 ul templat 0,60 i templat 0,72 ul templat 0,72 i templat 0,72 ul templat 0,72 i tempiat 5,5 plvann
420 plvann 4,50 pl vann 4,90 plvann 4,50 pl vann 4,78 plvann 4,78 plvann 4,78 ylvann 4,78 plvann
Mucls2b Muc 2b IL4/13a 20 Bact 2b Mucls b Mucs 5 IL4/13a 50 8act 5b Neg. Mucs
TS uISYBR Green | 7,5 Wi SYBR Green | 7.5 pISYBR Geeen | 7,5 wISYBR Green | 7.5 uI SYER Green | 7,5 i SYBR Green | 7.5 gl SYBR Geeen | 7,5 wl SYBR Green 7,5 Wl SYBR Green
1uIFP LuFrP 1ulFP LulFP 1ulFP 1LuFP 1ulFP LurP LuFP
1 WRP 1ulRP 1 WRP 1ulRpP 1 WRP 1ulRP 1 WRP 1ulRP 1ulRP
0,50 ultemplat 0,60 pi tempiat 0,50 ul templat 0,60 pi tempiat 0,72 ultemplat 0,72 pi tempiat 72 ultemplat 0,72 pi tempiat 5,5 wlvann
4,20 ulvann 4,50 wl vann 4,20 plvann 4,50 ul vann 4,78 plvann 4,78 ul vann 4,78 ylvann 4,78 plvann
Mucls Mucs 3a IL4/13a 33 Bact 3a Mucls &3 Mucs B2 IL4/13a 6a Bact Ba Neg. IL4/13a
TS uISYBR Green | 7,5 W SYSBRGroen | 7.5 uISYBR Green | 7,5 WISYBRGreen | 7.5 uISYBR Green | 7,5 wI SYSBR Green | 7.5 pI SYBR Geeen | 7,5 pl SYSR Groen 7,5 ul SYSR Green
1ulFP 1LuFP 1ulFP LurP 1ulFP 1LurP 1ulFP 1LurP LurP
1 WRP 1ulRP 1 WRP 1ulRP 1 WRP 1ulRP 1 WRP 1ulRP 1ulRP
0,58 ultemplat 0,58 pl tempiat 058 ultemplat 0,58 pl tempiat 056 ultemplat 0,56 pl tempiat 056 ultemplat 0,56 pl tempiat 5,5 wlvann
4,92 ylvann 4,52 yl vann 4,92 ulvann 4,52 yl vann 4,94 ulvann 4,54 pl vann 4,94 ulvann 4,54 yl vann
Mucl83d Mucs 3b IL4/13a3b Bact 3b MuclS&d Mucs Bb IL4/13a6b 8act 6b Neg. IL4/13a
TS uISYBR Green | 7,5 Wi SYBR Green | 7.5 pISYBR Green | 7,5 wISYBR Green | 7.5 uI SYER Green | 7,5 wi SYBR Green | 7.5 uI SYBR Geeen | 7,5 wl SYBR Green 7,5 Wl SYBR Green
1uIFP LuFrP 1ulFP Lu P 1ulFP LuFP 1uIFP LulrP LuFP
1 WRP 1ulRP 1 WRP 1ulRpP 1 WRP 1ulRP 1 WRP 1ulRP 1ulRpP
058 ultemplat 0,58 pl tempiat 058 ultemplat 0,58 pl tempiat 056 ultemplat 0,56 pl tempiat 056 ultemplat 0,56 pl tempiat 5,5 wvann
4,92 ylvann 4,52 ul vann 4,92 ylvann 4,52 pl vann 4,94 ulvann 4,54 pl vann 4,94 ulvann 4,54 yl vann
Figur A.5: Figuren viser en oversikt over plateoppsettet for prove 1-6 tatt 3 uker etter transport.
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Figur A.6: Figur viser en oversikt over plateoppsettet for prove 7-12 tatt 3 uker etter transport.
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Mucls 73 Mucs 7a IL4f13a7a Bacc7a Mucls 103 Mucs 4a IL4/13a 4 Bact 10a Neg. Bact Neg. Mucls
75 pISYER Green | 7,5 piSYBR Green | 7.5 uISYER Green | 7,5 W SYBR Green | 7.5 uISYBER Geeen | 7,5 Wi SYBR Green | 7.5 pISYER Geeen | 7,5 Wi SYBR Green | 7.5 pI SYER Geeen | 7,5 wl SYBR Green
1ulFP 1LuFP 1ulFP 1LuFP 1ulFP 1Lu P 1ulFP LuFrP 1ulFP Lure
1 WRP 1ulRP 1 WRP 1ulRP 1 WRP 1ulRP 1 WRP 1ulRP 1 WRP 1ulRP
0,61 ultemplat 0,61 pl tempiat 0,61 ultemplat 0,61 pl tempiat 0,64 ultemplae 0,64 pl tempiat 0,64 ultemplat 0,64 pl templat 5, 5glvann 5,5 ylvann
4,29 ulvann 4,89 pl vann 4,29 ulvann 4,85 ul vann 4,85 ulvann 4,86 wl vann 4,85 ulvann 4,86 wl vann
MuclE 7o Mucs 7b IL4/13a 70 Bact 7b Mucls 100 Mucs 10b IL4/13a 100 Bact 10b Neg. Bact Neg. Mucls
TS uISYBR Green | 7,5 wISYBRGreen | 75 pISYBR Green | 7,5 pISYBRGreen | 7.5 uISYBR Green | 7,5 pISYSBRGreen | 7.5 uISYBR Green | 7,5 wi SYBR Groen | 7.5 ul SYER Geeen | 7,5 pl SYBR Green
1ulFP 1LurP 1ulFP 1LuFrP 1ulFP 1Lu P 1ulFP LuFrP 1ulFP LurP
1 WRP 1ulRpP 1 WRP 1ulRP 1 WRP 1ulRP 1 WRP 1ulRP 1 WRP 1ulRrpP
0,61 ultemplat 0,61 pi tempiat 0,61 ultemplat 0,61 pitempiat 0,54 ultempiat 0,64 pi tempiat 0,64 ultemplae 0,64 pitempiat 55ulvann 5,5 plvann
489 ylvann 4,85 ul vann 489 ylvann 4,85 ul vann 4585 ulvann 4,86 ul vann 4585 ulvann 4,86 ul vann
Mucls 83 Mucs 8a IL4/13a 82 Bact 8a Mucls 113 Mucs 11a IL4/13a 113 Bact 112 Neg. Mucs
7,5 SYBR green 7,5 W SYSBRGreen | 7.5 pISYBR Green | 7,5 Wi SYBR Green | 7.5 pISYBR Green | 7,5 Wi SYBR Green | 75 RISYERG 7,5 Wl SYSR Green 7,5 Wl SYSR Green
1ulFP 1LurP 1ulFP 1LurP 1ulFP 1Lu P 1ulFP Lure Lure
1 WRP 1ulRP 1 WRP 1ulRP 1WRP 1ulRP 1 WrRP 1ulRP 1ulRP
0,50 ul templat 0,60 i templat 0,50 ul templat 0,60 i templat 0,67 ul templat 0,67 pi templat 0,57 ul templat 0,67 i templat 5,5 wlvann
4,20 plvann 4,50 ul vann 4,20 ulvann 4,50 pl vann 4,53 ulvann 4,83 plvann 453 plvann 4,83 plvann
MuclE & Muc 2b IL4/1328d Bact 8Bb Mucl. Muc5 5b IL4/13a 110 Bact1lb Neg. Mucs
TS5 uISYER Green | 7,5 Wi SYBRGreen | 7.5 uISYER Green | 7,5 Wi SYBRGreen | 7.5yl SYER Green | 7,5 Wi SYBR Green | 7.5 yI SYER Green | 7,5 ul SYBR Green 7.5 Wl SYSR Green
1ulFP 1LurP 1ulFP 1LurP 1ulFP 1LurP 1ulFP 1LurP 1LurP
1L yRP 1ulRP 1WRP 1ulRP 1LWRP 1ulRP 1 WRP 1ulRpP 1ulRP
0,50 ul templat 0,60 i templat 0,50 ul templat 0,60 i templat 0,67 ul templat 0,67 pi templat 0,57 ul templat 0,67 i templat 5,5 wlvann
4,20 ulvann 4,50 ul vann 4,20 plvann 4,50 pl vann 453 plvann 4,83 plvann 4,53 plvann 4,83 plvann
Mucls 3o Mucs Sa IL4/13a 92 Bact 9a Mucls 123 Mucs 123 IL&4/13a 122 Bact 122 Neg. IL4/13a
TS5 uISYER Green | 7,5 Wi SYBRGreen | 7.5 uISYBR Green | 7,5 W SYBRGreen | 7.5 uISYBR Geeen | 7,5 Wi SYSBR Green | 7.5 pI SYBR Geeen | 7,5 pl SYSR Green 7,5 ul SYBR Green
1ulFP 1LurP 1ulFP 1LurP 1ulFP 1LurP 1ulFP Lure Ly P
1LyRrP 1ulRP 1LyrRP 1ulRP 1LWRP 1ulRP 1L yRP 1ulRP 1ulRP
0,59 ul templat 0,69 i templat 0,59 ul templat 0,69 pi templat 0,56 ul templat 0,66 pi templat 0,56 ul templat 0,66 i templat 5,5 wlvann
4,21 plvann 4,81 ul vann 451 ulvann 4,81 i vann 424 ulvann 4,84 yl vann 424 ulvann 4,84 ylvann
Mucls S0 Mucs 9b IL4/132 90 Bact Sb Mucls 12b Mucs 12b IL4/13a 120 Bact12b Neg. IL4/13a
TS uISYBR Green | 7,5 I SYBRGreen | 7.5 uISYBR Green | 7,5 wi SYBR Green | 7.5 uISYBR Green | 7,5 wi SYBR Green | 7.5yl SYBR Geeen | 7,5 wl SYBR Green 7,5 i SYBR Green
1ulFP 1Lure 1ulFP 1Lure 1ulFP 1Lure 1ulFP Lure LuFre
1 WRP 1ulRP 1 WRP 1ulRpP 1 WRP 1ulRP 1 WRP 1ulrpP 1ulRP
0,59 ul templat 0,69 pi tempiat 0,569 ultemplat 0,69 pi tempiat 0,66 ultemplat 0,66 pl tempiat 0,56 ul templat 0,66 pl tempiat 5,5 wivann
451 ulvann 4,81 ul vann 4,51 ulvann 4,81 i vann 424 ulvann 4,84 yl vann 424 ulvann 4,84yl vann




A.4 Radata fra AriaMx

Tabell A.6: Tabellen viser Ct- og Tm-verdier for gPCR-platen bestdende av provene 1-6 for transport, samt
standardavvik mellom parallellene. Dataene i tabellen er direkte hentet fra softwaren (AriaMx), og er derfor

fremlagt pd engelsk. Navnet pd bronnen (Well Name) sier hvilket pravenummer og hvilken parallell det er i

hvilken bronn (Well) pa qPCR-platen, samt navnet pd genet som analyseres for. Standarddavvik for parallellene

ble regnet ut i Excel.

Well Well Name | Cq(ARn) | SD Cq Tm Product 1 (-Rn'(T)) | SD Tm
B2 mucl8 la 28,42 0,42 80,00 0,25
C2 mucl8 1b 27,59 0,42 80,50 0,25
B3 mucl la 33,51 0,18 78,00 0,25
C3 mucl 1b 33,14 0,18 78,50 0,25
B4 il4/13a la 27,57 0,10 77,50 0,00
C4 il4/13a 1b 27,38 0,10 77,50 0,00
B5 actb la 18,17 0,86 81,00 1,00
C5 actb 1b 19,89 0,86 79,00 1,00
D2 mucl8 2a 29,20 0,13 81,00 0,00
E2 mucl8 2b 28,94 0,13 81,00 0,00
D3 much 2a 34,63 0,23 78,50 0,00
E3 muc 2b 35,09 0,23 78,50 0,00
D4 il4/13a 2a 30,53 0,05 77,50 0,00
E4 il4/13a 2b 30,42 0,05 77,50 0,00
D5 actb 2a 20,64 0,81 79,50 1,00
E5 actb 2b 22,26 0,81 77,50 1,00
F2 mucl8 3a 26,44 0,73 81,50 0,50
G2 mucl8 3b 27,90 0,73 80,50 0,50
F3 muc) 3a 27,75 0,40 78,50 0,50
G3 muc 3b 28,54 0,40 77,50 0,50
F4 il4/13a 3a 29,08 0,15 77,50 0,25
G4 il4/13a 3b 29,38 0,15 77,00 0,25
F5 actb 3a 18,92 0,06 79,50 0,00
G5 actb 3b 18,81 0,06 79,50 0,00
B6 mucl8 4a 35,13 0,61 80,50 0,00
C6 mucl8 4b 33,92 0,61 80,50 0,00
B7 muc) 4a No Cq 68,00 5,50
C7 much 4b No Cq 79,00 5,50
B8 il4/13a 4a No Cq 65,00 1,75
C8 il4/13a 4b No Cq 68,50 1,75
B9 actb 4a 27,26 0,08 78,50 0,25
C9 actb 4b 27,10 0,08 79,00 0,25
D6 mucl8 Sa 28,70 0,08 80,00 0,00
E6 mucl8 5b 28,53 0,08 80,00 0,00
D7 muc) Sa 33,09 0,53 77,50 0,25
E7 mucd 5b 34,15 0,53 78,00 0,25
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D8 il4/13a Sa 28,87 0,11 77,50 0,25
E8 il4/13a 5b 28,66 0,11 78,00 0,25
D9 actb 5a 21,01 0,02 79,00 0,25
E9 actb 5b 21,05 0,02 79,50 0,25
F6 mucl8 6a 27,02 0,14 81,00 0,25
G6 mucl8 6b 27,29 0,14 80,50 0,25
F7 muc) 6a 32,46 0,52 78,50 0,50
G7 muc3 6b 33,50 0,52 77,50 0,50
F8 il4/13a 6a 28,08 0,05 77,50 0,25
G8 il4/13a 6b 27,97 0,05 78,00 0,25
F9 actb 6a 18,94 0,00 79,50 0,25
G9 actb 6b 18,94 0,00 79,00 0,25

Tabell A.7: Tabellen viser Ct- og Tm-verdier for gPCR-platen bestdende av provene 7-12 for transport, samt

standardavvik mellom parallellene. Ct- og Tm-verdiene ble direkte hentet fra sofiwaren, mens standardavvikene

ble beregnet i Excel.

Well Well Name | Cq(ARn) | SD Cq Tm Product 1 (-Rn'(T)) | SD Tm
B2 mucl8 7a 27,01 0,48 79,00 0,50
C2 mucl8 7b 26,05 0,48 80,00 0,50
B3 muc 7a 30,76 0,57 77,00 0,25
C3 muc 7b 29,62 0,57 77,50 0,25
B4 il4/13a 7a 26,39 0,07 77,50 0,25
C4 il4/13a 7b 26,54 0,07 77,00 0,25
B5 actb 7a 17,30 0,36 78,50 0,00
C5 actb 7b 18,01 0,36 78,50 0,00
D2 mucl8 8a 24,92 1,46 80,00 0,25
E2 mucl8 8b 27,83 1,46 79,50 0,25
D3 muc) 8a 30,32 0,55 77,50 0,25
E3 much 8b 31,42 0,55 78,00 0,25
D4 il4/13a S8a 26,20 0,08 77,00 0,00
E4 il4/13a 8b 26,04 0,08 77,00 0,00
D5 actb 8a 16,85 0,02 79,00 0,00
E5 actb 8b 16,90 0,02 79,00 0,00
F2 mucl8 9a 24,69 0,08 80,50 0,00
G2 mucl8 9b 24,53 0,08 80,50 0,00
F3 muc) 9a No Cq 69,00 4,75
G3 mucd 9b 30,19 0,00 78,50 4,75
F4 il4/13a 9a 24,33 0,38 80,50 1,25
G4 il4/13a 9b 25,09 0,38 78,00 1,25
F5 actb 9a 16,54 0,00 79,50 0,00
G5 actb 9b 16,54 0,00 79,50 0,00
B6 mucl8 10a 26,37 1,00 79,50 0,75
C6 mucl8 10b 24,37 1,00 81,00 0,75
B7 much 10a 31,58 0,32 77,00 0,25
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C7 mucd 10b 30,95 0,32 77,50 0,25
B8 il4/13a 10a | 27,15 0,37 76,50 0,25
C8 il4/13a 10b | 26,41 0,37 77,00 0,25
B9 actb 10a 17,71 0,69 78,50 0,50
C9 actb 10b 16,34 0,69 79,50 0,50
D6 mucl8 1la 24,49 0,14 80,50 0,00
E6 mucl8 11b 24,76 0,14 80,50 0,00
D7 mucS 1la 29,75 0,21 77,50 0,25
E7 mucS 11b 29,33 0,21 78,00 0,25
D8 il4/13a 11a | 26,72 0,02 77,50 0,00
E8 il4/13a 11b | 26,67 0,02 77,50 0,00
D9 actb 11a 16,61 0,04 79,00 0,00
E9 actb 11b 16,53 0,04 79,00 0,00
F6 mucl8 12a 23,79 0,12 81,00 0,25
G6 mucl8 12b 24,02 0,12 80,50 0,25
F7 much 12a 27,80 0,00 78,00 6,50
G7 mucd 12b No Cq 65,00 6,50
F8 il4/13a 12a | 24,86 0,23 77,50 0,00
G8 il4/13a 12b | 24,40 0,23 77,50 0,00
F9 actb 12a 16,23 0,13 79,50 0,00
G9 actb 12b 16,42 0,13 79,50 0,00
Negative Controls

B11 neg mucl$ No Cq 95,00 3,50
Cl1 neg mucl8 32,71 88,00 3,50
D11 neg much No Cq 65,00 1,50
Ell neg mucd No Cq 68,00 1,50
F11 neg il4/13a | No Cq 68,00 0,25
Gl1 neg il4/13a | No Cq 67,50 0,25
B10 neg actb No Cq 65,00 1,00
C10 neg actb No Cq 67,00 1,00

Tabell A.8: Tabellen viser Ct- og Tm-verdier for gPCR-platen bestdende av provene 1-6 under transport, samt

standardavvik mellom parallellene. Ct- og Tm-verdiene ble direkte hentet fra sofiwaren, mens standardavvikene

ble beregnet i Excel.

Well Well Name | Cq(ARn) | SD Cq Tm Product 1 (-Rn'(T)) SD Tm
B2 mucl8 la 24,30 0,48 80,50 0,50
C2 mucl8 1b 25,27 0,48 79,50 0,50
B3 mucs la 29,98 1,27 78,50 0,50
C3 muc5 1b 32,52 1,27 77,50 0,50
B4 il4/13a la 25,00 0,07 78,00 0,00
C4 il4/13a 1b 24,85 0,07 78,00 0,00
B5 actb la 17,50 0,48 78,50 0,45
C5 actb 1b 16,54 0,48 79,40 0,45
D2 mucl8 2a 24,90 0,10 80,00 0,25
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E2 mucl8 2b 25,09 0,10 80,50 0,25
D3 muc) 2a 29,38 0,20 78,50 0,00
E3 muc) 2b 29,77 0,20 78,50 0,00
D4 il4/13a 2a 26,62 0,92 77,50 0,25
E4 il4/13a 2b 24,78 0,92 78,00 0,25
D5 actb 2a 16,85 0,07 79,50 0,25
E5 actb 2b 16,99 0,07 79,00 0,25
F2 mucl8 3a 25,84 0,06 80,50 0,00
G2 mucl8 3b 25,71 0,06 80,50 0,00
F3 muc) 3a 28,56 0,11 78,50 0,25
G3 muc5 3b 28,77 0,11 78,00 0,25
F4 il4/13a 3a 27,38 0,07 78,00 0,00
G4 il4/13a 3b 27,52 0,07 78,00 0,00
F5 actb 3a 17,94 0,44 79,50 0,25
G5 actb 3b 18,82 0,44 79,00 0,25
B6 mucl8 4a 25,86 0,45 80,50 0,00
C6 mucl8 4b 24,97 0,45 80,50 0,00
B7 muc) 4a 30,75 0,06 78,50 0,25
C7 mucS 4b 30,88 0,06 78,00 0,25
B8 il4/13a 4a 27,42 0,30 77,00 0,25
C8 il4/13a 4b 26,82 0,30 77,50 0,25
B9 actb 4a 17,41 0,23 79,00 0,00
C9 actb 4b 16,96 0,23 79,00 0,00
D6 mucl8 5a 25,32 0,19 80,50 0,00
E6 mucl8 5b 25,69 0,19 80,50 0,00
D7 muc)d Sa 32,43 0,23 78,50 0,00
E7 mucS 5b 32,89 0,23 78,50 0,00
D8 il4/13a 5a 25,90 0,02 77,50 0,00
E8 il4/13a 5b 25,86 0,02 77,50 0,00
D9 actb Sa 18,02 0,32 78,50 0,25
E9 actb 5b 17,39 0,32 79,00 0,25
F6 mucl8 6a 26,30 0,23 80,00 0,00
G6 muc 18 6b 26,76 0,23 80,00 0,00
F7 muc) 6a 31,91 0,34 78,50 0,00
G7 muc5 6b 32,59 0,34 78,50 0,00
F8 il4/13a 6a 27,65 0,43 77,00 0,25
G8 il4/13b 6b 26,79 0,43 77,50 0,25
F9 actb 6a 18,17 0,02 79,00 0,00
G9 actb 6b 18,14 0,02 79,00 0,00
Negative Controls

B11 neg mucl§ No Cq 67,00 1,75
Cll1 neg mucl§ No Cq 70,50 1,75
D11 neg mucd No Cq 74,50 4,75
Ell neg much No Cq 65,00 4,75
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F11 neg il4/13a | No Cq 67,00 1,00
Gl1 neg il4/13a | No Cq 65,00 1,00
B10 neg actb No Cq 65,00 0,00
C10 neg actb No Cq 65,00 0,00

Tabell A.9: Tabellen viser Ct- og Tm-verdier for gPCR-platen bestdende av provene 7-12 under transport, samt

standardavvik mellom parallellene. Ct- og Tm-verdiene ble direkte hentet fra sofiwaren, mens standardavvikene

ble beregnet i Excel.

Well Well Name | Cq(ARn) | SD Cq Tm Product 1 (-Rn'(T)) | SD Tm
B2 mucl8 7a 24,69 0,17 81,00 0,25
C2 mucl8 7b 24,36 0,17 80,50 0,25
B3 mucs 7a 31,47 0,32 78,50 0,00
C3 mucS 7b 30,83 0,32 78,50 0,00
B4 il4/13a 7a 25,78 0,24 78,00 0,00
C4 il4/13a 7b 25,30 0,24 78,00 0,00
B5 actb 7a 16,75 0,39 79,50 0,25
C5 actb 7b 15,97 0,39 80,00 0,25
D2 mucl8 8a 25,70 0,39 80,50 0,25
E2 mucl8 8b 24,93 0,39 81,00 0,25
D3 mucs 8a 31,75 0,03 79,00 0,25
E3 muc5 8b 31,80 0,03 78,50 0,25
D4 il4/13a 8a 26,12 0,04 77,50 0,25
E4 il4/13a 8b 26,04 0,04 78,00 0,25
D5 actb 8a 17,26 0,13 79,50 0,00
E5 actb 8b 17,01 0,13 79,50 0,00
F2 mucl8 9a 26,33 0,06 81,00 0,25
G2 mucl8 9b 26,20 0,06 80,50 0,25
F3 mucS Ya 32,85 0,04 78,50 0,25
G3 mucS 9b 32,78 0,04 79,00 0,25
F4 il4/13a 9a 27,99 0,17 78,00 0,00
G3 il4/13a 9b 27,64 0,17 78,00 0,00
F5 actb 9a 21,93 2,02 79,50 0,00
G5 actb 9b 17,88 2,02 79,50 0,00
B6 mucl8 10a 26,36 0,16 81,00 0,25
Cé6 mucl8 10b 26,68 0,16 80,50 0,25
B7 mucs 10a 31,69 0,00 78,50 4,50
C7 muc5 10b No Cq 69,50 4,50
B8 il4/13a 10a | 27,98 0,07 77,50 0,00
C8 il4/13a 10b | 27,84 0,07 77,50 0,00
B9 actb 10a 18,33 0,05 79,50 0,00
C9 actb 10b 18,43 0,05 79,50 0,00
D6 mucl8 1la 24,24 0,17 81,00 0,00
E6 mucl8 11b | 24,57 0,17 81,00 0,00
D7 mucs 1la 30,70 0,16 78,00 0,00

52



E7 muc5 11b 31,02 0,16 78,00 0,00
D8 il4/13a 11a | 26,93 0,10 77,50 0,00
E8 il4/13a 11b | 26,74 0,10 77,50 0,00
D9 actb 11a 16,09 0,30 79,50 0,25
E9 actb 11b 16,69 0,30 79,00 0,25
F6 mucl8 12a 25,51 0,00 81,00 0,00
G6 mucl8 12b 25,51 0,00 81,00 0,00
F7 muc3 12a 30,82 0,32 78,50 0,25
G7 muc5 12b 31,45 0,32 78,00 0,25
F8 il4/13a 12a | 26,15 0,17 78,00 0,00
G8 il4/13a 12b | 26,49 0,17 78,00 0,00
F9 actb 12a 17,11 0,12 79,50 0,00
G9 actb 12b 16,87 0,12 79,50 0,00
Negative Controls

B11 neg mucl§ No Cq 69,50 0,50
Cll neg mucl8 38,57 70,50 0,50
D11 neg much No Cq 69,00 1,00
Ell neg much No Cq 71,00 1,00
Fl11 neg il4/13a | No Cq 67,00 1,00
Gl1 neg il4/13a | No Cq 65,00 1,00
B10 neg actb No Cq 65,00 2,75
C10 neg actb No Cq 70,50 2,75

Tabell A.10: Tabellen viser Ct- og Tm-verdier for gPCR-platen bestdende av provene 1-6 etter transport, samt

standardavvik mellom parallellene. Ct- og Tm-verdiene ble direkte hentet fra sofiwaren, mens standardavvikene

ble beregnet i Excel.

Well Well Name | Cq(ARn) | SD Cq Tm Product 1 (-Rn'(T)) | SD Tm
B2 mucl8 la 26,90 0,49 81,00 0,25
C2 mucl8 1b 27,87 0,49 80,50 0,25
B3 mucs la 31,15 0,34 78,00 0,25
C3 muc5 1b 30,46 0,34 78,50 0,25
B4 il4/13a 1a 27,96 0,20 77,00 0,50
C4 il4/13a 1b 28,35 0,20 78,00 0,50
B5 actb la 18,48 0,15 78,50 0,50
C5 actb 1b 18,17 0,15 79,50 0,50
D2 mucl8 2a 28,24 0,52 80,50 0,00
E2 mucl8 2b 27,19 0,52 80,50 0,00
D3 mucs 2a 31,25 0,00 78,00 3,75
E3 much 2b No Cq 70,50 3,75
D4 il4/13a 2a 28,42 0,02 78,00 0,00
E4 il4/13a 2b 28,38 0,02 78,00 0,00
D5 actb 2a 19,24 0,05 79,50 0,00
E5 actb 2b 19,14 0,05 79,50 0,00
F2 mucl8 3a 26,92 0,08 80,50 0,25
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G2 mucl8 3b 27,08 0,08 81,00 0,25
F3 mucs 3a 30,77 0,12 79,00 0,25
G3 muc) 3b 30,54 0,12 78,50 0,25
F4 il4/13a 3a 29,09 0,31 78,00 0,00
G4 il4/13a 3b 29,71 0,31 78,00 0,00
F5 actb 3a 20,68 0,70 76,00 2,50
G5 actb 3b 19,28 0,70 81,00 2,50
B6 mucl8 4a 26,51 0,08 81,00 0,00
Cé6 mucl8 4b 26,35 0,08 81,00 0,00
B7 muc) 4a 29,75 0,66 78,50 0,00
C7 muc) 4b 31,08 0,66 78,50 0,00
B8 il4/13a 4a 28,61 0,09 78,00 0,00
C8 il4/13a 4b 28,79 0,09 78,00 0,00
B9 actb 4a 17,96 0,32 79,50 0,25
C9 actb 4b 18,60 0,32 79,00 0,25
D6 mucl8 5a 26,97 0,01 81,00 0,00
E6 mucl8 5b 26,94 0,01 81,00 0,00
D7 muc) Sa 29,41 0,22 78,50 0,00
E7 mucd 5b 29,85 0,22 78,50 0,00
DS il4/13a 5a 26,73 0,04 78,00 0,00
ES8 il4/13a 5b 26,66 0,04 78,00 0,00
D9 actb Sa 18,96 0,00 79,00 0,25
E9 actb 5b 18,96 0,00 79,50 0,25
F6 mucl8 6a 26,39 0,17 81,00 0,00
G6 mucl8 6b 26,73 0,17 81,00 0,00
F7 mucl 6a 30,75 0,38 79,00 0,25
G7 muc) 6b 31,51 0,38 78,50 0,25
F8 il4/13a 6a 28,51 0,32 77,50 0,25
G8 il4/13a 6b 29,14 0,32 78,00 0,25
F9 actb 6a 18,81 0,03 79,50 0,25
G9 actb 6b 18,86 0,03 79,00 0,25
Negative Controls

B11 neg mucl$ No Cq 69,00 0,25
C10 neg mucl§ No Cq 68,50 0,25
D11 neg mucd No Cq 79,00 1,50
Ell neg mucd No Cq 76,00 1,50
F11 neg il4/13a | No Cq 67,50 1,25
Gl1 neg il4/13a | No Cq 65,00 1,25
B10 neg actb No Cq 67,50 0,25
Cl1 neg actb No Cq 67,00 0,25

Tabell A.11: Tabellen viser Ct- og Tm-verdier for gPCR-platen bestdende av pravene 7-12 etter transport, samt

standardavvik mellom parallellene. Ct- og Tm-verdiene ble direkte hentet fra sofiwaren, mens standardavvikene

ble beregnet i Excel.
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Well Well Name | Cq(ARn) | SD Cq Tm Product 1 (-Rn'(T)) | SD Tm
B2 mucl8 Ta 26,05 0,12 80,50 0,25
C2 mucl8 7b 25,81 0,12 81,00 0,25
B3 mucs Ta 30,76 0,67 78,50 0,25
C3 muc5 7b 32,09 0,67 78,00 0,25
B4 il4/13a 7a 28,61 0,92 77,00 0,00
C4 il4/13a 7b 26,76 0,92 77,00 0,00
B5 actb Ta 17,91 0,40 79,00 0,25
C5 actb Tb 17,12 0,40 79,50 0,25
D2 mucl8 8a 26,82 0,26 80,50 0,00
E2 mucl8 8b 26,31 0,26 80,50 0,00
D3 mucs 8a 30,61 0,74 78,50 0,00
E3 muc5 8b 29,12 0,74 78,50 0,00
D4 il4/13a 8a 27,32 0,23 78,50 0,25
E4 il4/13a 8b 27,77 0,23 78,00 0,25
D5 actb 8a 17,04 0,91 79,50 0,00
E5 actb 8b 18,85 0,91 79,50 0,00
D10 mucl8 9a 26,13 0,46 80,50 0,25
G2 mucl8 9b 25,21 0,46 81,00 0,25
F3 mucs 9a 28,84 0,12 78,00 0,00
G3 muc3 9b 28,61 0,12 78,00 0,00
F4 il4/13a 9a 27,46 0,44 78,00 0,00
G4 il4/13a 9b 26,58 0,44 78,00 0,00
F5 actb 9a 17,24 0,30 79,50 0,25
G5 actb 9b 17,84 0,30 79,00 0,25
B6 mucl8 10a 26,14 0,00 80,50 0,25
C6 mucl8 10b 26,14 0,00 81,00 0,25
B7 mucS 10a 30,77 0,60 78,50 0,00
C7 muc5 10b 31,96 0,60 78,50 0,00
B8 il4/13a 10a | 28,31 0,25 78,00 0,00
C8 il4/13a 10b | 27,80 0,25 78,00 0,00
B9 actb 10a 17,95 0,31 79,00 0,25
C9 actb 10b 17,33 0,31 79,50 0,25
D6 mucl8 1la 28,27 1,07 80,50 0,00
E6 mucl8 11b 26,14 1,07 80,50 0,00
D7 mucs 1la 30,00 1,22 78,00 0,25
E7 muc5 11b 32,43 1,22 78,50 0,25
D8 il4/13a 11a | 27,52 0,16 78,00 0,00
E8 il4/13a 11b | 27,19 0,16 78,00 0,00
D9 actb 11a 17,93 0,00 79,50 0,25
E9 actb 11b 17,92 0,00 79,00 0,25
F6 mucl8 12a 26,05 0,12 81,00 0,00
G6 mucl8 12b 26,28 0,12 81,00 0,00
F7 mucs 12a 32,66 0,68 79,00 0,50
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G7 much 12b 31,30 0,68 78,00 0,50
F8 il4/13a 12a | 28,19 0,16 78,00 0,00
G8 il4/13a 12b | 28,51 0,16 78,00 0,00
F9 actb 12a 16,28 0,00 81,50 7,00
G9 actb 12b No Cq 67,50

Negative Controls

Bl11 neg mucl8 37,92 69,50 2,25
Cl1 neg mucl§ No Cq 65,00 2,25
D11 neg mucd No Cq 80,00 0,25
Ell neg much No Cq 80,50 0,25
Fl11 neg il4/13a | No Cq 70,00 2,50
Gl11 neg il4/13a | No Cq 65,00 2,50
B10 neg Actb No Cq 65,00 0,00
C10 neg Actb No Cq 65,00 0,00

A.5 Beregning av radata

Tabell A.12: Tabellen viser gjennomsnittlig Ct-verdi for parallellene pd qPCR-brettet med provene 1-12 for

transport, samt ACt-verdi for provene. Beregningene ble gjort i Excel.

Prove Gjennomsnitt Prove Gjennomsnitt

nr. Gen Cq ACt nr. Gen Cq ACt

1 mucl8 | 28,01 8,98 7 mucl8 26,53 8,88
1 mucs 33,33 14,30 |7 mucs 30,19 12,54
1 il4/13a | 27,48 8,45 7 114/13a | 26,47 8,81

1 actb 19,03 7 actb 17,66

2 mucl8 | 29,07 7,62 8 mucl8 26,38 9,50
2 mucS 34,86 13,41 |8 mucs 30,87 14,00
2 il4/13a | 30,48 9,03 8 il4/13a | 26,12 9,25
2 actb 21,45 8 actb 16,88

3 mucl8 | 27,17 8,31 9 mucl8 24,61 8,07
3 much 28,15 9,28 9 much

3 il4/13a | 29,23 10,37 |9 il4/13a | 24,71 8,17
3 actb 18,87 9 actb 16,54

4 mucl8 34,53 7,35 10 mucl8 25,37 8,35
4 mucs 10 mucs 31,27 14,24
4 il4/13a 10 il4/13a | 26,78 9,76
4 actb 27,18 10 actb 17,03

5 mucl8 | 28,62 7,59 11 Mucl8 | 24,63 8,06
5 much 33,62 12,59 |11 Muc) 29,54 12,97
5 il4/13a | 28,77 7,74 11 il4/13 26,70 10,13
5 actb 21,03 11 actb 16,57

6 mucl8 | 27,16 8,22 12 Mucl8 | 2391 7,58
6 mucS 32,98 14,04 | 12 Muc5




6 il4/13a | 28,03 9,09 12 il4/13a | 24,63 8,31

6 actb 18,94 12 actb 16,33

A.6 t-test
Tabell A.13: Tabellen viser utregning av parvis t-test for d kontrollere om oppreguleringen av mucl8 var
signifikant mellom provene tatt under og tre uker etter transport.

T-Test: Gjennomsnitt for to parvise utvalg

mucl8 Under  mucl8 Etter

Gjennomsnitt -0,294166667 0,2325
Varians 0328826515 0,558238636
Observasjoner 12 12
Pearson-korrelasjon 0,380579685

Antatt avvik mellom gjennomsnittene 0

fg 11

t-Stat -2,435924327

P(T<=t) ensidig 0,016530363

T-kritisk, ensidig 1,795884819

P(T<=1) tosidig 0,033060727

T-kritisk, tosidig 220098516

Signifikant

Tabell A.14: Tabellen viser utregning av parvis t-test for d kontrollere om oppreguleringen av muc5 var
signifikant mellom provene tatt under og tre uker etter transport.

T-Test: Gjennomsnitt for to parvise utvalg

mucS Under muc5 Etter

Gjennomsnitt 1,256666667 0,213333333
Varians 1,679006061 2,174842424
Observasjoner 12 12
Pearson-korrelasjon 0,449901677
Antatt avvik mellom gjennomsnittene 0
fg 11
t-Stat 2,473860368
P(T<=1) ensidig 0,015454438
T-kritisk, ensidig 1,795884819
P(T<=1) tosidig 0,030908876
T-kritisk, tosidig 220098516

Signifikant



Tabell A.15: Tabellen viser utregning av parvis t-test for d kontrollere om oppreguleringen av il4/13a var

signifikant mellom provene tatt under og tre uker etter transport.

T-Test: Gjennomsnitt for to parvise utvalg

il4/13a Under

il4/13a Etter

Gjennomsnitt 0,763333333
Varians 0,59189697
Observasjoner 12
Pearson-korrelasjon 0,390448056
Antatt avvik mellom gjennomsnittene 0
fg 11
t-Stat -2,738619491
P(T<=1) ensidig 0,009639484
T-kritisk, ensidig 1,795884819
P(T<=1) tosidig 0,019278969
T-kritisk, tosidig 2.20098516

1,554166667
1,013626515
12

Signifikant
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