10005
10013

Genekspresjonsanalyse av hsp70,
cypla, p38 og nrf2 hos atlantisk laks
ved eksponering for kobber in vivo og
in vitro

Bacheloroppgave i Bioteknologi
Veileder: Kine Samset Hoem

Mai 2023

2
2
=
2

=oa
Jol]
£ 0
(%]
p -
o €
=29
Z £
< 2
v
50 m
Q-
Q5
T =
5 =
c
23
S ©
:,LL
2
©
<
~x
i
c
X
U
]
%]
]
o
o
zZ

o
c
=
V2]

9
<L
)
&
&)
jv4
i)
80
ke
Rel
ie)
—
kel
+
=
S
2
=
%]
I=

@ NTNU

Kunnskap for en bedre verden






10005
10013

Genekspresjonsanalyse av hsp70, cyp1a,
p38 og nrf2 hos atlantisk laks ved
eksponering for kobber in vivo og in vitro

Bacheloroppgave i Bioteknologi
Veileder: Kine Samset Hoem
Mai 2023

Norges teknisk-naturvitenskapelige universitet

Fakultet for naturvitenskap
Institutt for biologiske fag Alesund

@ NTNU

Kunnskap for en bedre verden






Forord
Kjere leser,

Denne bacheloroppgaven er skrevet av to bioteknologistudenter ved Norges teknisk-
naturvitenskapelige universitet (NTNU) i Alesund. Bakgrunnen for valg av tema var vér
interesse innenfor akvakulturnaringen og et enske om & bidra til ekt kunnskap. Alt av
laboratoriearbeid ble utfort pA NTNUs laboratorier. I lopet av studietiden i Alesund har vi tilegnet
oss mye kunnskap som vi har kunnet benyttet i denne oppgaven. I tillegg har arbeidet bak vart en
leererik prosess bade teoretisk og praktisk. Vi har lert hvor mye arbeid som gér inn i et

forskningsprosjekt, og vi kommer til & ta med oss all leerdom til videre studier og ut i arbeidslivet.

Vi ensker & rette en stor takk til NTNU i Alesund som har bidratt med ekonomiske midler, som
har gjort denne bacheloren mulig & gjennomfere, samt tidligere studier som har optimalisert
primere og metoder. Spesielt vil vi ogsa takke var veileder, Kine Samset Hoem for god praktisk og
teoretisk veiledning disse siste ménedene. Takk for din tdlmodighet og hjelpsomhet rundt alle
spearsmal knyttet til oppgaven. Takk ogsa til andre personer tilknyttet Institutt for biologiske fag
ved NTNU i Alesund.



Sammendrag

Genekspresjon av ulike mélgener i kommersiell atlantisk laks kan gi en indikasjon pé fiskens helse
og velferd. I denne studien blir det sett pé stressrespons fra atlantisk laks in vivo, og in vitro. Okt
kunnskap om hvordan fiskens stressrespons er for og etter notspyling, kan danne et viktig
grunnlag for informasjon om fiskens fysiologiske stressrespons under ulike typer stress. Dette kan
bidra til & optimalisere driftsprosessene i oppdrettsanleggene. Mer kunnskap om hva som
fordrsaker stress hos fisken vil kunne bidra til 4 1 sterre grad unngé eller minimere dette, og ogsa

forbedre fiskens helse.

Forste del av denne oppgaven er basert pd vevsprover fra gjeller tatt fra atlantisk laks ved
sjooverforing, og seks uker etter sjgoverforing. Et interessant aspekt ved den siste gruppen er at
det ble gjennomfort notspyling tre dager for proveuttaket. Ettersom notspyling forer til at
kobberpartikler frigjores til vannet og kan tas opp i gjellene, er dette en relevant driftsoperasjon
med hensyn til stress. I andre del av denne oppgaven benyttes kommersielle nyreceller fra
atlantisk laks. Gjennom et stressforsegk ble cellene utsatt for stress ved tilsetting av CuSO4 i en
konsentrasjon pa 100 mg/L. ASK-cellene ble hestet inn ved ulike tidspunkt i en tidsserie opp mot

24 timer.

RT-gPCR ble brukt som analysemetode for alle prevene, bdde ASK-celler og gjelleprover fra sjo.
Det ble benyttet fire malgener og to normaliseringsgener, henholdsvis mélgenene cypla, hsp70,
p38, nrf2, og referansegenene actb og efl . ACt-metoden ble brukt til normalisering av

maélgenene, og til utregning av -AACt for bestemmelse av relativ genekspresjon.

Hovedfunnene fra oppgaven var at det ble observert en oppregulering av alle mélgen i
gjellevevsprovene, dog kun signifikant for 4sp70. Dette indikerer at fisken har blitt noe stresset og
at det har skjedd en fysiologisk respons i fisken, som folge av notspylingen. Dette kan potensielt
vare (delvis) grunnet kobberpartikler som blir virvlet opp i miljeet, men man kan ikke konkludere

med det.

Hos ASK-cellene viste RT-qPCR resultatene signifikante endringer i ekspresjonsnivéder av mRNA
for genene cypla, nrf2, hsp70 og p38 ved flere tidspunkter av stressforsgket, som folge av
eksponering for 100 mg/L kobbersulfat. Dette bekrefter at kobbersulfat fungerer som stressor hos

ASK-celler, og at eksponering ved denne konsentrasjonen kan gi langvarig risiko.



Selv om Asp70 ble signifikant oppregulert i genuttrykk av bade prover fra sjo og ASK-celler, kan
vi ikke stadfeste at kobber i seg selv er arsaken til stresset hos provene fra sjo. For & kunne si at

kobber fra notspylingen er en miljostressor for laksen, er det nadvendig med videre forskning.



Abstract

Gene expression of various target genes in commercial Atlantic salmon can give an indication of
the fish’s health and welfare. In this study, the stress response of Atlantic salmon is looked at in
vivo and in vitro. Increased knowledge of how the fish’s stress response is before and after a net
pen cleaning, can form an important foundation for information about the fish’s physiological
stress response under different types of stress. With increased knowledge, this can help to
optimize the operating processes in the fish farming industry. By having more knowledge of what

causes stress for the fish, one can try to avoid or minimize the stress to a greater extent.

The first part of this study is based on tissue samples from gills taken from Atlantic salmon during
sea transfer, and from six weeks after the sea transfer. The most interesting aspect about the last
group is that a net pen cleaning was performed three days before the sampling. As a net pen
cleaning causes particles of copper to be released into the water, that can be taken up in the gills,
this is a relevant operation in terms of stress. In the second part of this study, commercial kidney
cells from Atlantic salmon are used. These cells were exposed with a CuSO4 concentration of
100mg/L in a stress experiment. The ASK-cells were harvested at different times in a time series

up to 24 hours.

RT-qPCR was used as the analysis method for all the samples, both ASK-cells and gill samples
from the sea. Four target genes and two normalization genes were used, respectively the target
genes cypla, hsp70, p38, nrf2, and the reference genes actb and ef1 . The ACt-method was used

to normalize the target genes, to calculate -AACt-values for determining relative gene expression.

The main findings of the study were up-regulation of all target genes, observed in the gill tissue
samples, although only Asp70 had significant value. This indicates that the fish has become
somewhat stressed and that a physiological response has occurred in the fish, as a result of the net
pen cleaning. This can potentially be caused by the particles of copper that get swirled in the

environment, but it cannot be concluded.

For the ASK-cells our RT-qPCR results showed significant changes in mRNA expression levels
of cypla, nrf2, hsp70 and p38 at several sampling times of the stress experiment as a result of
exposure to 100mg/L copper sulfate. This confirms that copper sulphate acts as a stressor for

ASK-cells, and that exposure at this high concentration can cause long-term risk.



Although Asp70 was significantly upregulated in gene expression of both samples from the sea
and ASK-cells, we cannot confirm that copper in itself is the cause of stress in the samples from
the sea. To be able to say that copper from the net pen cleaning is an environmental stressor for

the salmon, further research is needed.
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Terminologi og forkortelser
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1 Introduksjon

Fiskeoppdrett er en av Norges viktigste naeringer, hvor atlantisk laks (Sa/mo salar) sammen med
regnbueprret og sjereye stir for over 98 prosent av norsk oppdrett (4). Dette gjor Norge til
verdens storste eksporter av oppdrettslaks. Flere fiskehelserapporter beskriver at forholdene til

oppdrettsfisk ikke er gode nok (5).

I oppdrettsanlegg impregneres noter med kobber. Dette gjores av ulike grunner og en av drsakene
er at kobber virker som antibegroingsmidler for sma organismer slik som alger og bldskjell, som
vokser pé netene nar de stir en stund i sjeen. Vekst av blaskjell kan hindre vannstremmen
gjennom netene. Et annet problem er at rensefisken spiser det som vokser pa netene i stedet for
lakselus. Dette forer til mer lakselus, i tillegg til eventuelle andre sykdommer. Spyling av netene
forer til utslipp av kobber i miljoet (6). Havforskningsinstituttet gjennomforte i 2020 en
risikovurdering av kobberkonsentrasjoner i norsk fiskeoppdrett, og resultatet var at utslippene av
kobber fra natene er i en slik storrelsesorden at man ma forvente at det kan vere pavirkning pa
marine organismer (7). Det er manglende kunnskap om kobber som blir frigjort ved notspyling er
en potensiell miljostressor for atlantisk laks, og det er derfor behov for mer kunnskap om
fysiologiske reaksjoner pé cellenivd. Denne oppgaven underseker det relative genuttrykket av
utvalgte stressrelaterte gener i atlantisk laks. Notspyling frigjer en storre mengde kobber som kan

tas opp i fisken, det er da interessant & se om kobberet i seg selv kan opptre som en stressor for
fisken.

Forste del av oppgaven studerer genuttrykk i gjeller fra naturlig saltvannsmilje(in vivo) for og etter
en potensiell eksponering for kobber, ved notspyling. To prevegrupper av gjellevev ble hentet ut
ved to ulike tidspunkt fra oppdrettslaks fra felt i 2020. D-gruppen inneholdt prover fra fisk hentet
ut i det fisken ble satt ut i sjgen. De brukes som kontrollgruppe fordi det er fiskens forste mote
med sjovann og det nye miljeet. S6-gruppen er prover som ble hentet ut seks uker etter
sjooverforing. I lapet av disse seks ukene kan fisken potensielt ha blitt eksponert kontinuerlig for
lave nivder av kobber, samt at det ble gjennomfert spyling av not tre dager for proveuttaket. P4
bakgrunn av dette, er hensikten & se pé effekten av notspyling pa genuttrykk av spesifikke

stressmarkerer, for & dermed se om det har pafert stress pa fisken.

Andre del av oppgaven undersgker genekspresjonen til de samme genene ved eksponering for

kobberforbindelsen CuSO4 (kobbersulfat) in vitro med kommersielle laboratoriedyrkede ASK



(Atlantic salmon kidney)- celler. ASK-celler er representative for atlantisk laks og utgjer en god
modell (2). En gruppe ASK-celler utsettes for en konsentrasjon pa 100 mg/L CuSO4. En gruppe
utsettes ikke for CuSOs4, og brukes som kontrollgruppe. Celler fra begge grupper hostes inn over
flere tidspunkter opp mot en tidsserie pa 24 timer. Hensikten er dermed a stimulere stress pd ASK-
celler for & fa sterre forstielse av de fysiologiske folgene av kobbereksponering i levende atlantisk

laks.

Det blir etablert en RT-qPCR metode for normalisering av to referansegen(actb, efl @), og
genekspresjonen til fire malgener(cypla, hsp70, nrf2 og p38) for begge deler av forseket. Vi tar
forst for oss det teoretiske grunnlaget for studien og forklarer deretter hvordan vi gér frem ved
praktisk gjennomferelse av prosedyrer og bearbeider resultatet. Etter dette vil vi legge frem
resultatene fra oppgaven og diskutere disse, for vi kommer frem til en konklusjon. Oppgaven

avsluttes med referanseliste og vedlegg.

1.1 Problemstilling

I denne oppgaven studeres genekspresjon av stressrelaterte gener cypla, hsp70, nrf2 og p38 hos
atlantisk laks ved eksponering for kobber in vivo og in vitro. Det analyseres gjellevev fra
oppdrettslaks og kommersielt laboratoriedyrkede ASK-celler for 4 sammenlikne og oke
kunnskapen om effekten av kobber pa stressrelaterte gener i atlantisk laks. Problemstillingen til

oppgaven er som folger:

Hvilken effekt har en notspyling pa genekspresjon av de stressrelaterte genene Asp70, cypla, p38
og nrf2 til oppdrettslaks, og hvilke fysiologiske responser kan man forvente av ASK-celler ved
eksponering for CuSO4? Ved & sammenligne disse provene, kan man da anta at det er kobber som

forarsaker effektene?
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2 Teori

Teorien vil g& gjennom relevant informasjon for oppgaven. Her blir blant annet stressrespons og
de ulike analyseprevene vére, in vivo og in vitro forklart. Det blir ogsa forklart hvilke malgener og

normaliseringsgen vi har valgt i studien var og hvorfor disse er valgt.

2.1 Stressrespons

For at oppdrettsnaring av atlantisk laks skal klare & oppné berekraftig utvikling, er god fiskehelse
og velferd en nadvendighet. God velferd er avgjerende for & holde en hoy produktkvalitet og
stressorer er faktorer som forarsaker redusert fiskehelse og —ytelse. Stress refereres som den
generelle fysiologiske responsen en organisme reagerer pa truende situasjoner og utfordringer 1

miljoet (8)

Pa oppdrettsanlegg finnes det mange stressorer som pavirker fisken. Stressorer er hendelser,
forhold eller pavirkninger som resulterer i okt stress. Disse kan deles inn i miljestressorer,
biologiske stressorer og fysiske stressorer. Miljostressorer er knyttet til det akvatiske miljoet og er
eksempelvis vannkvalitet, temperatur, oksygenniva og salinitet. Fysiske stressorer omfatter blant
annet driftsrelaterte prosesser slik som handtering (rengjering av neter), transport, sortering og
pumping. Biologiske stressorer omhandler det biologiske samspillet mellom individer i en
populasjon, og i tillegg kan bakterier og mikroorganismer som forer til ubehag og sykdom for

fisken klassifiseres som biologiske stressorer (9).

Ved stress vil organismer indusere en rekke stressresponser. Stressresponser kan vare nedsatt
vekst, reproduksjon, immunkapasitet og overlevelse (10). Cellulaert uttrykkes dette gjennom tre
forskjellige nivéer som er primart, sekundert og tertiert nivarespons. Ved primart nivd foregar
initiering av en nevroendokrin som frigjer katekolaminer, hovedsakelig adrenalin og noradrenalin
(11). Sekunderniviet representerer respons i form av hormoner, eksempelvis varmesjokkproteiner
(HSPs) (12). P4 tertierniva blir hele dyrets ytelse og atferd pavirket. Dersom stresstimuli vedvarer
1 dette nivéet slik som kronisk stress, kan stressresponsene til slutt fore til destruktive effekter.
Kompensere for dette endrer fisken energibudsjettet sitt til mindre vitale energikrevende prosesser
og kroppsfunksjoner settes pa vent. Dette forer til eksempelvis tap av appetitt, nedsatt vekst og

reproduksjonssvikt (13).
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Stress responses

Effects

Primary level
Neuroendocrine release
from head kidney
- ANS-mediated:
catecholamines
- HPI axis-mediated:
corticosteroids including
cortisol

Adaptive processes.
Energy mobilization for
coping, fight-or-flight.
Anti-apoptotic signals.
Stimulated learning and
neural plasticity

L2 )

Perceived
stress signal
Duration:
- Acute z
(e.g. handling)

- Chronic (e.g. low
dissolved oxygen)

Secondary level
Metabolic, cellular,
osmoregulatory,
haematological and
immunological changes.
E.g. increased blood
glucose and lactate,
cytoskeletal changes,
upregulation of HSPs

Increased blood
pressure and
respiration, mounted
immune responses,
compromised primary
barriers towards
environment and
changes in ion
composition

¥

Tertiary level
Altered whole animal
performance and
behavior. E.g. swimming
capacity, reduced feeding
activity and growth,
immunosuppression,
production of reactive
oxygen species, apoptosis

Maladaptive processes,
potentially irreversible.
Increased susceptibility
to pathogens and
parasites,
inflammation, impaired
learning. Decreased
product quality and
compromised fish
welfare

Eustress

Figur 1 De primeere, sekundcere og terticere stressresponsnivdene i fisk. Den primcere stressresponsen fremkalles umiddelbart etter
mote med en stressfaktor. Stressfaktorer kan veere i form av miljomessige, drifisrelaterte prosesser og biologiske. Ettersom
stressfaktorer vedvarer blir stressreaksjoner kroniske og gir en ugunstig tilstand. Langvarig stress gir irreversible effekter pd
terticert nivd. (14)

Stressresponser i atlantisk laks kan pavises ved a bruke metabolske stressmarkorer til & vise
signifikante endringer i genuttrykk. Forstielse av de induserende faktorene, og endringene pé
celluleert niva er viktig for & gke forstdelsen om hva som skjer med organismen under stressende
situasjoner bade pa kort- og lang sikt. Stressforsgk pa atlantisk laks ved notspyling og ved
tilsetting av kobbersulfat pa ASK-celler kan bidra til informasjon for stresstilstanden til fisken.
Det er dermed et nyttig verktey for & kunne evaluere velferdstilstanden til oppdrettsfisk, og til &
kunne forutsi stress. Dette kan ogsd gi mer kunnskap om hvilke korrigerende inngrep man burde

sette inn for 4 forhindre skade.
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2.2 Kobber og CuSOys i oppdrettssammenheng

I norsk oppdrettsnaring blir kobber brukt som grohemmende middel ved at neter blir impregnert
med kobber(I)oksid (Cu20). For haye konsentrasjoner av kobber kan fore til skade pé atlantisk
laks eller andre organismer, og kan gi skadelige langtidsvirkninger i vannmiljeet. I 2020 ble det
registrert 1539 tonn kobber til bruk som grohemmende midler. Ved forstegangsspyling av neter
kan 20% av den opprinnelige kobbermengden forsvinne. Det er mangel pd neyaktig data for hvor
mye kobber som faller ut som partikler og virvler i sjoen. Resultater fra sedimentfeller viser
ytterligere at en vesentlig andel av kobberimpregneringen synker ned pé sjebunnen i
anleggssonen. I fjorder pd Vestlandet er det malt konsentrasjoner fra <0,5 til 1,9 mg/L i 2021.
Pulser med hoyere konsentrasjoner kan forekomme ved spyling av kobberimpregnerte noter.
Bioakkumulering av kobber i atlantisk laks kan ogsa forekomme i form av kobber-ion (Cu?"),

men det er lite studier p4 om kobber i seg selv kan opptre som en stressor for fisken (15).

I denne oppgaven brukes kobbersulfat(CuSO4) som en stressfaktor i en modell med fiskeceller pa
laboratoriet. Kobbersulfat brukes pd bakgrunn av at det er en mindre giftig kobberforbindelse enn
ren kobber. Det loses ogsd opp 1 vann og spaltes til kobber- og sulfationer. Kobberioner er tilstede
naturlig i vannmiljeer, men med da en konsentrasjon mindre enn 5 mg/L. Overskudd av kobber
produserer frie radikaler som er giftige for celler og organismer. Det er derfor effektivt &

impregnere neter med kobber, for & hindre vekst av biofilm og alger (16).

En tidligere studie hvor fiskearten Poecilia reticulate ble eksponert for kobbersulfat for a evaluere
effekten pa vekst, overlevelse og reproduksjon, viste en bedring av vekst og reproduksjon hos
kontrollgruppen enn den eksperimentelle gruppen. Grunnen til dette var at etterhvert som
kobbersulfatkonsentrasjonen ekte, sank blant annet relativ fruktbarhet, og overlevelsesrate. Det
var dpenbart at kobbersulfat hadde negative effekter pé fisken og var en potensiell stressor for

fisken (17).

Pa den positive siden, kan kobbersulfat fungere som et kjemoterapeutisk middel og benyttes for &
kontrollere og behandle ektoparasittinfeksjoner i oppdrettsfisk ved lave kostnader. Dersom det blir
for hoy konsentrasjon av kobber, eller kobbersulfat kan det pavirke fisken negativt ved at det forer
til toksisk milje. Toksisiteten vil avhenge av konsentrasjon, eller tidsperiode for eksponering.

Akutt eksponering for kobbersulfat hos fisk kan fore til dedelighet, mens en fatal dose
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eksponering kan forarsake endringer iblant annet forings- og svemmeatferd, vekstevne,

histormorfologi til gjeller, lever, nye og milt, og oksygenforbruk (16).

2.3 RT-qPCR metoden

For genekspresjonanalyse brukes to-trinns RT-qPCR (revers transkriptase kvantitativ
polymerasekjedereaksjon). Denne metoden gjeor at man kan analysere genekspresjon av spesifikke
gener ved & se pd mengden mRNA 1 cellene. Mengden mRNA fra ulike gener i cellene
representerer transkripsjonsnivaet av de ulike genene. RT-qPCR bestér av revers transkripsjon
(RT) etterfulgt av kvantitativ polymerasekjedereaksjon (QPCR). Metoden har hoy sensitivitet og

spesifisitet som muliggjor en kvantifisering og detektering av smd mengder RNA (18).

Pa bakgrunn av dette kan man male genuttrykksendringer bade for (ubehandlet
gruppe/kontrollgruppe) og etter (behandlet gruppe) eksperimenter(19). Fordeler med denne
metoden er evnen til & male flere prover samtidig, og at den kan gi umiddelbar informasjon. Ved
studering av genuttrykk er det viktig & sikre at man har et sammenligningsgrunnlag for uttrykket
til gener av interesse. For dette formélet brukes referansegener, da de uttrykkes konstitutivt. I

tillegg endres de ikke drastisk som respons pé ulike faktorer som kan pavirke mélgener (20).

Med to-trinns metoden utferes revers transkripsjon av RNA forst. Dette gjores i en prosess kalt
cDNA-syntese. Enzymet revers transkriptase sammen med primere, og deoksyribonukleotid
trifosfater (INTP-er) omdanner mRNA til cDNA. Videre amplifiseres cDNA i en separat reaksjon
(21). Dette cDNA-et blir deretter brukt som templat for gPCR-reaksjonen, hvor cDNA-et
amplifiseres til DNA ved 4 tilsette en mastermiks(22).

No template control (NTC) uten cDNA ma inkluderes i alle RT-qPCR analyser for a bekrefte at
primere, SYBR green og vann ikke er forurenset av DNA (22).

I RT-gPCR-analysen blir amplifikasjon detektert ved hjelp av det fluorescerende molekylet,
SYBR Green. Dette er et fargestoff som interkaleres uspesifikt til dSSDNA. Kvantifiseringen av
maélgen baseres pad méaling av fluorescens. Resultat fra RT-qPCR-analyse plottes inn i et diagram
med mengden fluorescens pa y-aksen og antall sykluser pd x-aksen. Terskelnivéet defineres som
mengden fluorescens som kreves for & overga bakgrunnsstey, og dette skjer ved terskelsyklusen

(Ct-verdien). Ct-verdien er omvendt proporsjonal med mengden DNA i proven fra start, og en lav
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Ct-verdi indikerer haye mengder av DNA-molekyl i proven. Lineariteten til reaksjonen fremstilles

pa en graf, og sammenlignes med en standardkurve, se pa Figur 2 (20).

Amplification
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Figur 2 Grafisk framstilling av resultater fra en RT-qPCR. Akkumuleringen av PCR-produkt blir representert som relative
fluorescerende enheter pd y-aksen, og antall sykluser pd x-aksen. Den relative fluorescensenheten referer til bruken av fargestoffer
som binder seg med dsDNA nar det syntetiseres (20). Under amplifisering vil DNA oke i mengde, og derfor er fluorescens mdlt
proporsjonal med mengden amplifiserte produkt (23).

SYBR Green kan ogsa binde seg til primer-dimere og uspesifikke DNA-sekvenser, derfor utfores
det smeltepunktsanalyser etter at amplifiseringen er ferdig. Ved kontaminering av preven vil ulike
amplikonsekvenser ha ulike smeltepunkter, og kan sees ved at det forer til flere topper pa grafen
(20).

Programvaren Aria Mx 1.8 konverterer den relative fluorescensavlesningen til Ct-verdier pa et
Excel-ark. Relativ kvantifisering av transkripsjoner utfores for a beregne fold-forskjellen til

ekspresjonsnivaer av mRNA mellom ulike prover (24).
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2.4 Kvalitetskontroller genekspresjon

Ved genekspresjon utfores kvalitetskontroller for & kunne utfore en mest mulig optimal analyse.
Qubit er et fluorometer som blir brukt for & bestemme konsentrasjon av eksempelvis nukleinsyrer i
provematerialet. Ved utforelse brukes et fargestoff som binder seg spesifikt til RNA, DNA eller
protein. Fargestoffet fluoresceres ved binding, og dette males automatisk. Qubit er en sensitiv

automatisert metode som er effektiv ved maling av svaert lave konsentrasjoner (25).

NTC er brukt i RT-PCR analyser, og sikrer at signal som detekteres i brannene med prove er
spesifikk for amplikonene man ser etter. NTC brukes altsd for a detektere kontaminering,

uspesifikk amplifisering og primer-dimere (26).

Carboxyrhodamine (ROX) fungerer som et passivt fluorescerende fargestoff i RT-qPCR-
maskiner. P4 bakgrunn av at ROX er passivt, tilsettes det i mastermiksen og forblir stabil under
hele reaksjonen, og pavirker ikke signal av PCR reaksjonene. Hensikten med ROX er &
normalisere signalet og dermed redusere variansen mellom parallellene. Det serger dermed for
korreksjon av volumforskjeller mellom de ulike brennene, som kan forekomme ved pipettering og

fluorescensfluktueringer. (27)

Smeltepunktsanalyse (Tm) blir gjennomfort for & bekrefte at enskede malgen er til stede i
reaksjonen. Denne analysen baserer seg pé at under oppvarming vil dsDNA bli denaturert til
enkelttradet deoksyribonukleinsyre, sSDNA og dette forer til tap av fluorescensintensitet.
Smeltepunktet er den temperaturen hvor 50% av dsDNA har denaturert til ssDNA. De ulike
maélgenene under en analyse har ulike smeltepunkt basert pd guanin-cytosin innhold, lengde og
baserekkefolge. I tillegg gir flere topper under analysen indikasjon pé at preven er kontaminert. En

topp tyder pa en type amplikon og at produktet er rent (28).
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2.5 Biomarkerer
Biomarkerer for biologisk respons er kvantifiserbare biologiske endringer i en celle eller
organisme ved et gitt tidspunkt. I denne oppgaven brukes biomarkerer for & kvantifisere forskjeller

angdende niva av uttrykt mRNA som skyldes eksponering for kjemiske stoffer, som for eksempel

kobbersulfat (29).

Malgener ble valgt basert pd deres roller i tidligere stressforsek med atlantisk laks, sammen med
vitenskapelige funn i artikkelen «Sea transfer and net pen cleaning induce changes in stress-

related gene expression in commercial Atlantic Salmon (Salmo Salar) gill tissue» av Hoem &

Tveten (30).

2.5.1 Cypla

Cytokrom P4501A (cypla) er en godt studert biomarker i feltforsek med fisk fra ferskvann og
marint miljo (31). Feltforsekene viste at cyp/a-induksjon er signifikant relaterte til forurensinger i
miljoet og egnet seg derfor som en biomarker for eksponering av miljegifter. Miljogifter som
polyklorerte bifenyler og dioksiner, ga genekspresjonsmenstre av cypla bade under laboratorie-
og feltforhold (32). Gjellebiopsier kombinert med RT-qPCR-analyse, og cyp/a som biomarker
kan vere verdifulle verktey for & vurdere miljeforurensing og helse hos atlantiske laksebestander

(33).

2.5.2 Hsp70

HSP70 er en gruppe proteiner som er essensielle for de molekylare chaperonene ved
intracellulare proteintranslokasjon. De er viktige for proteinfoldingsprosesser i cellen, og
assisterer ved folding og sammenstilling av nysyntetiserte proteiner, samt forhindrer aggregering
og kontrollerer feilfoldede proteiner. De hjelper ogsa til i membrantranslokasjon av organellaere

sekretoriske proteiner, og kontrollerer aktiviteten til regulatoriske proteiner (34).

HSP70 finnes i nesten alle celler, og er en av de mest konserverte HSP-ene, samt mest studerte
proteinene. Hsp70-genet uttrykkes hele tiden og har i tillegg hoy folsomhet. Syntesen kan
vanligvis okes eller reduseres under stressende forhold. Den klassiske aktiveringen av Asp70
skyldes ekning av temperatur i miljoet, men ogsa andre faktorer kan utlese genekspresjon av dette
proteinet. Eksponering for kjemiske stoffer, eller andre fysiske eller biologiske faktorer (metaller,

metabolismehemmere, m.m) kan ogsé utlese genekspresjon. HSP70-produksjonen er blitt evaluert
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til & ha sammenheng med miljeforurensing og derfor passer 4sp70 bra som en stressmarker i dette

forseket (35).

253 p38

P38 mitogen-activated protein kinase (MAPK) er en klasse av mitogenaktiverte proteinkinaser
som reagerer pa stress stimuli, og er involvert i celledifferensiering, apoptose og autofagi.
Funksjonene og interaksjonene til dette proteinet er godt studert hos mennesker, men har ogsa blitt

funnet 1 atlantisk laks (36). Cellestudier foreslar at p38 har anti-apoptiske egenskaper (37).

En okning i transkripsjonen av p38 kan virke som en indikator pa celluler ned. Dette kan gé foran
G1-cellesyklusstans. Dersom p38 ikke blir nedregulert kan det fore til apoptose.
Transkripsjonsendringer i apoptose assosierte proteiner, kan virke som en mélestokk for &
kalibrere kobberkonsentrasjon som bidrar til fiskehelse. I ASK-celler og levende laks kan

systemet fungere annerledes enn hos mennesker (38).

I artikkelen «Sea transfer and net pen cleaning induce changes in stress-related gene expression
in commercial Atlantic salmon (Salmo salar) gill tissue” av Hoem & Tveten ble p38 foreslatt som
en interessant stressmarker, da resultatet viste en betydelig forheyet ekspresjon av p38 under

transport og etter rengjoring av netene (30).

2.5.4 Nrf2

Nukleer faktor erytroid-2-relatert faktor (NRF2), kodet av genet nrf2, er en transkripsjonsfaktor
som regulerer det cellulere forsvaret mot toksiske og oksidative fornermelser gjennom ekspresjon
av gener involvert i oksidativ stressrespons. Aktivering av nrf2 gjor celler motstandsdyktige mot
kreftfremkallende stoffer, og inflammatoriske utfordringer. De reparerer og fjerner skadede, eller
feilfungerende proteiner, hemmer betennelse og inkluderer andre transkripsjonsfaktorer. nrf2 vil

derfor fungere som en stressmarker for oksidativt stress i cellene (39).
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2.6 Normalisering og referansegener

For & oppné optimale genekspresjonsresultater er det nedvendig med normalisering for a korrigere
for teknisk variasjon ved RT-qPCR. Variasjon kan oppsta ved blant annet ulik startmengde av
startmateriale(gjellevev og ASK-celler), ulik utbytte ved RNA-isolering og ulik mengde RNA som
er blitt omdannet til cDNA ved cDNA-syntese (40).

Referansegener brukes for 4 normalisere mRNA-nivaer mellom ulike prover. Ekspresjonsnivaet til
referansegenene kan variere mellom vev og celler, og kan endres under visse omstendigheter.

Valget av referansegener er kritisk for genekspresjonstudier (41).

Referansegener er ofte beskrevet som stabilt uttrykte gener pé tvers av prever, grunnet de
uttrykkes konstant i cellen uavhengig av cellens tilstand. I tillegg er de essensielle i celluler
eksistens, deltar i cellulert vedlikehold og er evolusjonart konserverte gener (42). Ved & bruke de
til & analysere malgener pa alle prover, kan de fungere som intern referanse. Variasjon i
provematerialet kan bli eliminert ved a bruke DDCt-metoden, hvor differansen mellom malgen og
referansegen blir kalkulert for hver enkelt prove. Differansen mellom malgen og referansegen kan

benyttes til & sammenligne det relative uttrykket av malgener (40).

2.6.1 actbh

Beta-actin (actb) er et stabilt uttrykt gen i gjelle- og miltvev hos atlantisk laks (43).

Studier viser at genet uttrykkes stabilt i bade frisk og stresset fisk. I en undersokelse ble
stabiliteten av seks referansegener undersokt i dtte vev av atlantisk laks, for & bestemme de mest
egnede genene som skal benyttes til kvantitative RT-PCR-analyser. Actb ble rangert som en

tredjeplass for referansegener i voksen atlantisk laks, og en fjerdeplass i smoltifiseringsprosessen

(44).

I en tidligere genekspresjonsanalyse av gjelleprover fra atlantisk laks, ble actb brukt som et
referansegen. Fire potensielle referansegener (B-aktin, forlengelsesfaktor la, a-tubulin og 18S
rRNA) ble tidligere testet for stabilitet ved bruk av GeNorm-programvaren, hvor actb viste seg a

vaere det mest stabile referansegenet (44).
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2.6.2 efla

Den eukaryote forlengelsesfaktor 1A (efla) er en av tre forlengelsesfaktorer efla, efib og ef2 som
er involvert i forlengelsessyklusen i proteinbiosyntesen. Det er et proteinkompleks som bestar av
to underenheter, ef/a og eflb. efla-underenheten eksisterer i to paralogiske former ef/4a og
eflAa. efla aktiveres gjennom GTP-binding, og danner et tertiert kompleks med aminoacylerte
elongator-tRNA (aa-tRNA). Komplekset er involvert i forlengelsesfasen av translasjonen og

dekoder den genetiske informasjonen (45).

Genekspresjon av efla har vist seg a veere en av de mest stabile referansegenene for atlantisk laks.
Olsvik konkluderte 1 2005 om at det var et av de mest egnede for RT-qPCR-analyser ved testing
for genuttrykk i atlantisk laks (45).

2.7 AACt-metoden for normalisering av RT-qPCR data
Relativ genekspresjonsdata analyseres ved bruk av RT-qPCR og ACt-metoden.
De to vanligste metodene som brukes for & analysere RT-qPCR resultater er absolutt

kvantifisering og relativ kvantifisering (46).

Relativ kvantifisering er sammenligning av PCR signal fra et transkriptert malgen i en mélgruppe
(behandlet) mot en kontrollgruppe (ubehandlet gruppe). Den ubehandlede gruppen brukes som en
nullkontroll (46).

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

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

Ligning 3: Fold changes = —AACt

I denne oppgaven blir DCt utregnet for & normalisere Ct-verdier for malgenene mot
referansegenene, det vil si 4 ta heyde for intern bakgrunnsekspresjon i pravene. DDCt utregnes for
a sammenligne genekspresjonen til malgener i en behandlet gruppe, mot genekspresjonen til
maélgener i en ubehandlet kontrollgruppe. Dette resulterer i en relativ kvantifisering av genuttrykk,
hvor man sammenligner genekspresjon til en eksperimentell gruppe med en ubehandlet

kontrollgruppe (46).
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3 Metoder og materialer

Materialer og metode vil ta for seg de ulike trinnene i prosedyrene som ble brukt for &

gjennomfore de praktiske delene av oppgaven og bearbeidelse av resultat.

3.1 Cellefiksering

Forseket startet med utdeling av ferdigkultiverte ASK-celler med en konfluens pa 80%. Disse

cellene hadde regelmessig blitt splittet av veileder.

Atlantic salmon kidney (ASK)-celler er en epitelcellelinje som i 1998 ble isolert fra nyrene til en
voksen atlantisk hunnlaks. Denne cellelinjen(ATCC: CRL-2747) ble hostet av J Rolland, J Winton
og B Krossoey. ASK-celler vokser adherente og optimalt ved 20°C i Leibovitz’s L-15 Medium

(2).

Leibovitz’s L-15 Medium er brukt for & kultivere ASK-cellene. L-15 mediumet er bufret av
fosfater og frie baseaminosyrer i stedet for natriumbikarbonat. Dette mediumet er designet for &
stotte cellevekst i miljoer uten COz-ekvilibrering. Det inneholder ingen proteiner, lipider eller

vekstfaktorer. P4 bakgrunn av dette krever L-15 tilskudd av 10% Fetal Bovine Serium (FBS) (47).

For selve cellefikseringen, ble et pilotforsek gjennomfert hvor det ble testet ulike konsentrasjoner
av CuSOs4 1 24 timer. 100 mg/L ble bestemt som konsentrasjon da det ved mikroskopering ble
observert 50% levende celler. Ved denne konsentrasjonen ble det forventet en respons pd genniva

gjennom tidsserien pa 24 timer.

Fikseringen av cellene startet med at de ble tatt ut av inkubatorskapet og konfluens ble avgjort i
invertmikroskop. Ved en konfluens pd 80% ble en parallell med celler videre behandlet i LAF-
benk hvor gammelt medium ble fjernet og nytt medium med en konsentrasjon pd 100mg/L CuSO4
ble tilsatt. Den tilherende parallellen fungerte som ubehandlede prover, hvor gammelt medium ble
fjernet og nytt ble tilsatt. Totalt ble 24 celleflasker med storrelse 25 cm? analysert, i tillegg til 2
celleflasker som ble brukt som nullpraver. Celleflaskene ble plassert i inkubatorskapet ved 20°C,
og celler ble hostet ved ulike tidspunkt. Totalt var det 6 ulike tidspunkt og forseket foregikk i 24
timer. De ulike tidspunktene cellene ble tatt ut var etter 2, 4, 6, 8, 12 og 24 timer og er illustrert i
Tabell 1.

21



Tabell 1 Oversikt over klokkeslett cellene fra stressforsoket ble hostet inn.

Tidspunkt - CuSO4 (h) | + CuSOs4 (h)
09:30 0

11:30 2 2

13:30 4 4

15:30 6 6

17:30 8 8

21:30 12 12

09:30 24 24

Selve innhgstingen av cellene ble utfort etter protokoll KSH 001, vedlegg 4. Dette ble gjort ved &
forst fjerne gammelt medium, for sd & vaske cellene forsiktig med PBS (Dulbecco’s Phosphate
Buffered Saline). 1,5 ml av 0,25% trypsin-EDTA ble tilsatt og trypsinering ble overvéket i

invertmikroskop. Trypsineringen ble inaktivert etter at 80% av cellene hadde losnet.

Deretter ble trypsin inaktivert ved 4 tilsette 4,0 ml av Leibovitz's L-15 vekstmedium.
Cellesuspensjonen ble overfort til 15 ml falconrer (Falcon, a.nr. 352070), og sentrifugert pa 1300
rpm i 5 minutter. Supernatanten ble fjernet, og cellepelleten ble resuspendert 1 350 pl buffer RLT+
DTT (10%). Deretter ble cellene pipettert over i 2 ml Eppendorf ror. Provene ble direkte lagret i
-80 °C fryser for videre RNA-isolering

I tillegg ble et pH-meter brukt til & male pH- verdien i vekstmediumet som ble fjernet fra
nullprevene og kobberprovene, bade for og etter stressforseket. Dette var for 4 se om CuSO4

pavirket pH-verdien i vekstmediumet.

3.2RNA-isolering og cDNa syntese

ASK-cellene fra stressforsgket ble RNA-isolert med RNeasy mini spin kit fra Qiagen etter
prosedyren KSH 001 vedlegg 4. Dette gjaldt 14 ASK-celleprover uten eksponering for CuSOs,
inkludert nullprevene. I tillegg til 12 ASK-celleprover med eksponering for CuSOs. Totalt ble
RNA isolert fra 26- celleprover fra stressforsgket og videre cDNA-syntetisert.
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cDNA ble ogsé syntetisert fra RNA-prover av gjelleprover fra et tidligere eksperiment, hvor RNA
allerede var isolert og klare til bruk. Det var to grupper gjellepraver, en D-gruppe og en S6-
gruppe. Provene for D-gruppen ble hentet ut fra oppdrettslaks i1 det tidspunktet laksen ble satt i
sjoen ved sjooverforing. Provene for S6-gruppen ble hentet ut seks uker etter sjgoverforingen. Det

var 13 prever av hver prevegruppe D og S6.

cDNA-syntesen ble gjennomfert med qScript cDNA Synthesis Kit fra Quantabio i henhold til
leveranderens prosedyre. 10ml RNA-prave og Sml nukleasefritt vann ble tilsatt da dette tilsvarte
en mengde RNA innenfor et spesifisert omrade i alle provene. Syntesen ble gjennomfert i en
termosykler etter folgende program: 1 syklus av 22°C i Smin, 1 syklus med 42°C i 30min, 1 syklus
av 85°C 1 5 min, etterfulgt av hold pa 4°C. Qubit 4.0 fluorometer og DNA High Sensitivity kit fra

Invitrogen ble brukt for & male cDNA-konsentrasjon etter Qubit manualen, se vedlegg 6.

3.3RT-qPCR

RT-qPCR-reaksjoner ble gjennomfort etter prosedyren KSH 004, vedlegg 8. Dersom cDNA var
fryst, ble konsentrasjonen mélt pd nytt ved hjelp av Qubit. Resultatene fra Qubit ble brukt til &
kalkulere fortynning av cDNA til en konsentrasjon 400pg/7,34ml H2O. Primerstocks for Forward
primers, og Reverse primers var pa 500nM, og ble fortynnet med autoklavert H>O. Hver brenn pa
qPCR-plata inneholdt felgende: 10l SYBR Green Low Rox, 1.33ul Forward primer, 1.33ul
Reverse primer og 7,34ul av cDNA+H>0, med et volum pa 20ul per brenn. P4 hver RT-qPCR-
kjering ble hver av provene analysert i duplikater, samt at NTC uten cDNA for hver primertype
ble tatt for & verifisere at primerne, SYBR green og H>O ikke var kontaminerte med DNA.

Analysen ble utfort pd Aria Mx ved bruk av 96-brennsplater, MicroAmp Optical 96-Well

Reaction Plate. Platene ble kjort med folgende sykluser: 3 min pa 95°C, 38 sykluser med 15s pé
95°C, 20s pd 58°C og 30s pa 72°C. Resultatene fra Aria Mx ble eksportert til Excel.
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3.3.1 RT-qPCR primere

Primere og tilherende sekvenser som ble brukt for RT-qPCR analysene i denne oppgaven er listet

opp 1 Tabell 2.

Tabell 2 Sekvenser, amplikonlengde, GenBank nummer til primere for RT-gPCR for de valgte genene. F= Forward, R= Reverse

Gen

cypla

hsp70

nrf?2

p38

actb

Sekvens (5°—3’)

(F): TGGAGATCTTCCGGCACTCT;
(R): CAGGTGTCCTTGGGAATGAA
(F): TCAAACATCGACTCAACGAGAA;
(R): CCCAGGTCAATGCCGATAGA
(F): GAGGGACGAGGATGGGAAG;
(R): ATCGGTGGTCTGCTGGAG
(F): CGAGGCCAGGAACTACATCA;
(R): GCTCCGATGAACACGTCAGA
(F): CCATCCAGGCAGTGTTGT;
(R): CGGAGTCCATGACGATACC
(F): TGCCCCTCCAGGATGTCTAG;
(R): CACGGCCCACAGGTACTG

GenBank nr.

AF361643.1

XM 014191271

NM 001139807.1

NM 001123715.1

KU885449.1

XM 014141923.1

Amplikonlengde

(bp)

100

140

61

72

63

57
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3.4 Datanalyse
Aligent AriaMx 1.8 fungerer som RT-qPCR-instrumentets software. Alt av deteksjon og
innsamling av rddata slik som Ct-verdier, og smeltepunkter (Tm) transporteres direkte til

Microsoft Excel.

For gjelleprovene ble det tatt ut 11 prover fra hvert tidsintervall, det vil si 11 prever fra D-gruppen
(i det fisken ble satt ut i sjgen) og 11 prover fra S6 (seks uker etterpd). S6-gruppen ble
sammenlignet med D-gruppen som fungerte som kontrollgruppe (baseline 0). Hver prove ble
analysert i duplikat. Etter RT-qPCR-kjeringen var fullfert, ble rddata fra Aria Mx presentert i

Excel.

I Excel ble standardavvik av duplikatene regnet ut, og relativ genekspresjon ble utregnet ved &
bruke ACt-metoden og de tre tilherende ligninger, som beskrevet i teoridelen 2.7 AACt-metoden
for normalisering av RT-qPCR data.

-AACt-verdiene ble fremstilt ved stolpediagrammer for & kunne gi tolkbar informasjon nar det
kommer til relativ opp- og nedregulering av malgener. Ct-verdier for alle gener og referansegener

ble fremstilt pd trendlinjer for & gi informasjon om stabiliteten av genene.

3.5 Statistikk

Etter 4 ha beregnet relativ genuttrykk ble statistiske analyser utfort ved hjelp av IBM SPSS hvor
statistikk ble analysert pd DCt niva. For & beregne statistisk signifikans ble independent two
sample t-test benyttet. P-verdi<0,05 gir utrykk for signifikant forskjell i endring i genniva mellom
behandlet gruppe og kontrollgruppe (48).
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4 Resultater

Resultatene som fremstilles er knyttet til observasjoner rundt stressforsgk av ASK-celler og

datafremstillinger fra genekspresjonanalysene av in vivo og in vitro.

4.1 Observasjoner av ASK-celler fra stressforseket

Observasjoner av celleproliferasjon ble utfert i invertmikroskop ved hvert tidspunkt cellene ble
innhestet, se Figur 2 og Figur 3 for bilder av cellene i tidsserien opp mot 24 timer. Hos bade
kontrollprevene og pravene eksponert for CuSO4 ble det gradvis observert en gkning av dede
celler. Allerede ved T¢ ble det observert cellerester og celleded hos prevene tilsatt CuSO4. Dade
celler var enkle & observere ved at de tydelig 14 og flayt ved overflaten av celleflasken og endret

struktur fra & veere langstrakte til runde celler.

Hos kontrollprevene var det ikke registrert celleded for ved Ts. Hos prevene eksponert for CuSOs4
steg antall dede celler gradvis, og etter 12 timer var omtrent en tredjedel av cellene dede.
Konfluensen holdt seg lenge lik hos bade provene med og uten CuSOjs. Forst etter 12 timer ble det
observert ulikheter. Nullprevene hadde en nedgang i til 60-70% i konfluens, som holdt seg
konstant opp mot 24 timer. Provene eksponert for CuSO4 hadde forst en kraftig ekning i konfluens
ved T, og etter dette sank konfluensen gradvis opp mot 24 timer. Ved Tz4 var konfluensen til

provene eksponert CuSOs sunket ned til 30%, og nesten alle cellene var dede.
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Bilder av cellekonfluensen til ASK-celler fra hvert tidsintervall av stressforseket er vist i Figur 3

og Figur 4.

Figur 4 er Cellekonfluensen til ASK-celler med kobbersulfat ved de ulike tidsintervallene i stressforsoket. Bildene er tatt med mobilkamera i et
invertmikroskop.

Resultater fra pH-malinger av medium fra stressforsgket er framstilt i Tabell 3.

Tabell 3 Resultater fra pH-mdlingene

Tidspunkt (h) pH av medium uten CuSOg4 pH av medium med CuSOg4
0t 7.4 7.3
24t 8 7.9
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4.2 Relativ genekspresjon av in vivo - gjelleprover fra atlantisk laks

Resultatene er basert pa RT-qPCR-analysene av mélgenene cypla, hsp70, nrf2 og p38. Ct-verdier
av mélgener er blitt normaliserte med Ct-verdier fra en kontrollgruppe. Alle utregninger for
gjennomsnittlige Ct-, Tm- og ACt-verdier med tilherende standardavvik er gjort pa Excel.
Statistikk og utregning av p-verdier er gjort med SPSS. Se vedlegg 1, 2 og 3 for gjennomsnittlige

Ct-, Tm- og ACt-verdier med tilherende standardavvik for alle provene.

Resultatene for in vivo prevene er fremstilt 1 Tabell 4 og Figur 5. Kun mélgenet Asp70 var

signifikant oppregulert i relativ genekspresjon, med en p-verdi pd 0,001.

Tabell 4 Oversikt over gjennomsnittlige -DDCt for hvert mdlgen for prove 1-11 for S-gruppen samt standardavviket for -DDCt-
verdiene . Beregninger av -DDCt og standardavvik er blitt gjort i Microsoft Excel versjon 16. Statistikkberegninger av p-verdi er

blitt gjort i SPSS ved T-test metoden.

-AACt gjennomsnitt | Standardavvik | Opp/Ned regulering  |p-verdi | Sign./Ikke Sign
cypla [0,14 2,22 Opp 0,573 Ikke signifikant
hsp70 |2,34 1,30 Opp 0,001 Signifikant
nrf2 0,88 2,41 Opp 0,223 Ikke signifikant
p38 1,27 2,97 Opp 0,154 Ikke signifikant

Relativ genekspresjon er visualisert pa Figur 5 ved bruk av -AACt-verdier presentert pa y-aksen.

Provegruppe S6 ble normalisert i forhold til kontrollgruppa (prevegruppe D). Positive y-verdier

tilsvarer oppregulering av genekspresjon. Negative y-verdier tilsvarer en nedregulering av

genekspresjon.

For S6-gruppen er cypla noe oppregulert med en gjennomsnittlig -AACt-verdi pa 0,14, og

standardavvik pd 2,22. Hsp70 er det hayeste oppregulerte genet i denne prevegruppen med

gjennomsnittlig -AACt-verdi pd 2,34, og laveste standardavvik i prevegruppen pa 1,30. Hsp70 er

ogsa eneste malgenet med signifikant endring i genekspresjon. Nrf2 blir oppregulert med

gjennomsnittlig -AACt-verdi pd 0,88, og standardavvik pa 2,41. p38 blir oppregulert med

gjennomsnittlig -AACt-verdi pd 1,27, og standardavvik pa 2,97.
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Ekspresjonsnivaer av cypla, hsp70, nrf2 og p38
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Figur 5 Relative mRNA ekspresjonsniva av malgenene cypla, hsp70, nrf2 og p38, for gruppe S6 er sammenlignet med
kontrollgruppe D (representert ved y=0). Gruppenavnene er basert pa tidspunkt provene er tatt pa, D=det tidspunktet laksen settes
ut i sjo og er dermed et nullpunkt i sjofasen til laksen. S6 = 6 uker etter sjooverforingen, men i tillegg 3 dager etter notspyling.
Signifikante verdier er markert med (**) for p<0,01. Standardavvikene er representert med feilfelt. Figuren viser at hsp70 er

oppregulert med signifikant endring i genekspresjon mellom D- og S6-gruppen.

4.3 Relativ genekspresjon av in vitro - ASK-celler

Det ble gjort RT-qPCR-analyser av provegruppene ASK-celler uten kobbersulfat, og ASK-celler
med kobbersulfat. Det ble hostet inn celler fra begge provegruppene fra 6 ulike tidspunkter til RT-
qPCR-analyse. Parallelle biologiske prover av ASK-cellene ble analysert. Resultatene av relativ
genekspresjonen av malgenene blir presentert hver for seg med hver sine tabeller og

stolpediagram.
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Resultatene for relativ mRNA ekspresjonsnivéer av cypla i ASK-cellene er fremstilt i Tabell 5, og

Figur 6, hvor man kan se nedregulering av mélgenet cypla ved hvert tidspunkt. Alle tidspunktene

hadde en signifikant endring i genekspresjon av cypla med p-verdier<0,01, utenom prevene etter

6 timer hvor p-verdi var 0,067 ga ikke signifikant endring.

Tabell 5 Oversikt over gjennomsnittlige -AACt-verdier for biologiske duplikat ved hvert tidsintervall for provegruppen ASK-celler

med kobbersulfat fra stressforsoket. Denne tabellen gjelder kun genekspresjon av malgenet cypla ved alle tidsintervaller prover

ble tatt ut i lopet av stressforsoket. Beregninger ble gjort i Microsoft Excel versjon 16. Statistikkberegninger av p-verdi er blitt

gjort i SPSS ved T-test metoden.

Tidsintervall -AACt gjennomsnitt | Standardavvik | Opp/Ned regulering p-verdi Sign./Ikke Sign
2 timer -2,90 0,00 | Ned 0,005 | Signifikant
4 timer -3,23 0,05 | Ned 0,001 | Signifikant
6 timer -1,84 0,68 | Ned 0,067 | Ikke signifikant
8 timer -1,60 0,04 | Ned 0,004 | Signifikant
12 timer -2,92 0,16 | Ned 0,001 | Signifikant
24 timer -1,30 0,29 | Ned 0,002 | Signifikant
Ekspresjonsnivaer av CYP1A i ASK-cellene
2 timer 4 timer 6 timer 8 timer 12 timer 24 timer
0,00
-0,50
-1,00
5
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>
' %k %k
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%k 3k % %
-3,50 * %

Figur 6 Relative endringer i mRNA nivder for mdlgenet cypla. Det er nedregulering av cypla ved alle tidspunkter av

stressforsoket. Y-aksen viser -DDCt-verdier, og y=0 regnes som normale forhold hvor provegruppen ASK-celler uten kobbersulfat

er kontrollgruppen. Signifikante verdier er markert med (**) for p<0,01. Standardavvikene er representert med feilfelt.

30



Resultatene for relativ mRNA ekspresjonsnivaer nrf2 er fremstilt i Tabell 6 og Figur 7. Malgenet
nrf2 blir oppregulert ved alle tidsintervallene av stressforseket. Alle standardavvik tilherende -
AACt-verdiene var under 0,5. Genekspresjonen av nrf2 de forste 2 timer var relativ lav, og ikke
signifikant. Etter 4 timer ble nrf2 oppregulert fra en -AACt-verdi pd 0,17 til 1,15, men forskjellen
utgjorde ingen signifikans. Etter 6 timer ble det signifikant genekspresjon med p-verdi<0,05. Fra 8

timer til 24 timer var det signifikant genekspresjon med p-verdi<0,01.

Tabell 6 Oversikt over gjennomsnittlige -DDCt-verdier for biologiske duplikat ved hver tidsintervall for provegruppen ASK-celler
med kobbersulfat fra stressforsoket. Denne tabellen gjelder kun genekspresjon av malgenet nrf2 ved alle tidsintervaller prover ble
tatt ut i lopet av stressforsoket . Beregninger ble gjort i Microsoft Excel versjon 16. Statistikkberegninger av p-verdi er blitt gjort i
SPSS ved T-test metoden.

Tidsintervall -AACt gjennomsnitt Standardavvik Opp/Ned regulering p-verdi Sign./Ikke Sign
2 timer 0,17 0,00 | Opp 0,080 | Ikke signifikant
4 timer 115 0,35 | Opp 0,073 | Ikke signifikant
6 timer 1,48 0,43 | Opp 0,019 | Signifikant
8 timer 1,02 0,00 | Opp 0,006 | Signifikant
12 timer 1,95 0,19 | Opp 0,002 | Signifikant
24 timer 1,60 0,08 | Opp 0,008 | Signifikant

Ekspresjonsnivaer av NRF2 hos ASK-cellene
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Figur 7 Relative endringer i mRNA nivder for mdlgenet nrf2, som viser oppreguleringer av cypla ved alle tidsintervaller av
stressforsoket. Y-aksen viser -DDCt-verdier, og y=0 regnes som normale forhold hvor provegruppen ASK-celler uten kobbersulfat

er kontrollgruppen. Signifikante verdier er markert med (*) for p<0,05 og (**) for p<0,01. Standardavvikene er representert med

feilfelt.
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Resultatene for relativ mRNA ekspresjonnivéer av asp70 er framstilt i Tabell 7 og Figur 8. Hsp70
ble oppregulert ved alle tidsintervallene av stressforseket. Hsp70 er genet med hayest -AACt-
verdier, og er det mest oppregulerte av alle mélgenene i denne oppgaven. Standardavviket ved 6-
og 8 timer var over 0,05, mens for de resterende var under 0,05 og dermed signifikant. Alle prever
fra 2 timer, til og med 12 timer fikk p-verdier<0,01, og signifikant endring i genekspresjon fra
kontrollgruppa. Etter 24 timer var det fremdeles signifikans, men med p-verdi<0,05. Figur 8 viser

en oppregulering av hsp70 for alle tidsintervaller ASK-celler ble hgstet inn pa.

Tabell 7 Oversikt over gjennomsnittlige -DDCt-verdier for biologiske duplikat ved hver tidsintervall for provegruppen ASK-celler
med kobbersulfat fra stressforsoket. Denne tabellen gjelder kun genekspresjon av malgenet hsp70 ved alle tidsintervaller prover
ble tatt ut i lopet av stressforsoket. Beregninger ble gjort i Microsoft Excel versjon 16. Statistikkberegninger av p-verdi er blitt
gjort i SPSS ved T-test metoden.

Tidsintervall -AACt gjennomsnitt Standardavvik | Opp/Ned regulering p-verdi Sign./Ikke Sign
2 timer 6,77 0,00 | Opp 0,001 | Signifikant
4 timer 7,15 0,10 | Opp 0,001 | Signifikant
6 timer 5,51 1,07 | Opp 0,017 | Signifikant
8 timer 4,66 0,62 | Opp 0,007 | Signifikant
12 timer 6,88 0,22 | Opp 0,001 | Signifikant
24 timer 5,15 0,13 | Opp 0,020 | Signifikant

Ekspresjonsnivaer av HSP70 hos ASK-cellene
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Figur 8 Relative endringer i mRNA nivder for mdlgenet viser oppreguleringer av mdlgenet hsp70 ved alle tidsintervaller av
stressforsoket. Y-aksen viser -DDCt-verdier, og y=0 regnes som normale forhold hvor provegruppen ASK-celler uten kobbersulfat
er kontrollgruppen. Signifikante verdier er markert med (*) for p<0,05 og (**) for p<0,01. Standardavvikene er representert med
feilfelt.
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Resultatene for relativ mRNA ekspresjonnivéder av p38 er framstilt i Tabell 8 og Figur 9. Malgenet
p38 ble gradvis mer og mer nedregulert de forste 12 timene. Ved slutten at forseket, etter 24 timer
er den oppe pa samme genuttrykksniva som prevene uten kobbersulfat. Alle pravene hadde
standardavvik under 0,5. Ved 8 timer var det signifikant forskjell i genekspresjon fra
kontrollgruppa med en p-verdi<0,01, mens de resterende prevene ga ogsa signifikant forskjell,

men med en p-verdi<0,05.

Tabell 8§ Oversikt over gjennomsnittlige -DDCt-verdier av biologiske duplikat ved hver tidsintervall for provegruppen ASK-celler
med kobbersulfat fra stressforsoket. Denne tabellen gjelder kun genekspresjon av mdlgenet p38 ved alle tidsintervaller prover ble
tatt ut i lopet av stressforsoket. Beregninger ble gjort i Microsoft Excel versjon 16. Statistikkberegninger av p-verdi er blitt gjort i

SPSS ved T-test metoden.

P38
Tidsintervall -AACt gjennomsnitt | Standardavvik Opp/Ned regulering p-verdi | Sign./Ikke Sign
2 timer -0,32 0,00 | Ned 0,045 | Signifikant
4 timer -0,56 0,20 | Ned 0,043 | Signifikant
6 timer -0,97 0,04 | Ned 0,025 | Signifikant
8 timer -1,46 0,01 | Ned 0,011 | Signifikant
12 timer -1,62 0,23 | Ned 0,001 | Signifikant
24 timer 0,00 0,03 | Ned 0,039 | Signifikant
2 timer 4 timer 6 timer 8 timer 12 timer 24 timer
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Ekspresjonsnivaer av P38 hos ASK-cellen

Figur 9 Relative endringer i mRNA nivder for malgenet viser gradvis nedreguleringer av mdlgenet p38 ved alle tidsintervaller av
stressforsoket. Etter 24 timer, ved slutten av forsoket kan man se at ekspresjonsnivdet av p38 gar tilbake som ved normale forhold.
y-aksen viser -DDCt-verdier, og y=0 regnes som normale forhold hvor provegruppen ASK-celler uten kobbersulfat er
kontrollgruppen. Signifikante verdier er markert med (*) for p<0,05 og (**) for p<0,01. Standardavvikene er representert med
Seilfelt
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4.4 Referansegener og dets stabilitet

Ct-verdiene til alle de analyserte genene for hvert tidspunkt er presentert i Figur 10 (ubehandlede

kontrollceller) og Figur 11 (celler eksponert for CuSO4). Figurene viser at referansegenene actb og

efl « forblir forholdsvis stabile gjennom tidsserien opp mot 24 timer, ogsa der med cellene har

blitt stresset med CuSOs. Vi fikk ingen resultater av referansegenet ef7 « hos kontrollgruppa

grunnet problemer med RT-qPCR-instrumentet og reagenser.
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23,00

Ct-verdier
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ASK-celler uten CuSO, (kontrollgruppe)
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e N RF 2
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Figur 10 Stabiliteten til de analyserte genene inkludert referansegenene fira starten til slutten av stressforsoket for de ASK-cellene

uten kobbersulfat. Det er Ct-verdier pa y-aksen, og tidspunktet provene ble tatt pa x-aksen. Resultatet er ikke normalisert opp mot

noe slik som ved figurene for relativt genuttrykksnivda sammenlignet med kontrollgrupper.
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Figur 11 inkluderer resultater fra ef/a selv om dette genet ble ekskludert fra oppgaven.
Referansegenet actb var stabilt nok, men ef/a var enda mere stabilt enn actb. Genet actb hadde

Ct-verdier mellom 17,88 og 19,29. Genet efla hadde Ct-verdier mellom 22,25 og 23,04.

ASK-celler eksponert for CuSO,
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Figur 11 Stabiliteten til de analyserte genene inkludert referansegenene fra starten til slutten av stressforsoket for de ASK-cellene
med kobbersulfat. Det er Ct-verdier pd y-aksen, og tidspunktet provene ble tatt pa x-aksen. Resultatet er ikke normalisert opp mot
noe slik som ved figurene for relativt genuttrykksnivd sammenlignet med kontrollgrupper. Her er ogsd referansegenet efla tatt med
for d demonstrere at efla ble analysert for denne provegruppen. Den svarte linjen illustrerer stabiliteten til referansegenet efla, og

man kan se pd figuren at efla var meget stabilt.
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5 Diskusjon

I denne oppgaven ble det utfort genekspresjonsanalyser av gjellevevsprever fra atlantisk laks og
kommersielle ASK-celler ved ulike tidsintervaller. Hensikten var & se péd genuttrykk for de samme
genene for & kunne diskutere potensielle likheter ved eksponering av CuSO4 pa ASK-celler og
notspyling 1 oppdrettsanlegg. Formélet med oppgaven er & eke kunnskap om effekten av kobber

pa stressrelaterte gener.

5.1 Analyse av genekspresjon hos gjellevevsprover fra sjo

Endringer i genekspresjon av gjellevevsprover fra sjo er framstilt pa Figur 5, hvor man kan se at
malgenene cypla, hsp70, nrf2 og p38 ble oppregulert. Kun oppregulering av Asp70 var av
signifikant endring fra kontrollgruppa. Som tidligere nevnt (kapittel 2.5.2) er dette genet en folsom
biomarker og aktiveres vanligvis av en gkning i temperatur, men er ogsa evaluert til & ha
sammenheng med miljeforurensing (49). Den betydelige oppreguleringen av dette genet kan tyde

pa at notspylingen kan ha fort til stressende forhold for fisken.

Siden resultatene ikke ga noen signifikant forskjell i genuttrykk av malgenene cypla, nrf2 og p38
mellom S6-gruppen fra kontrollgruppa, kan man anta at notspylingen som ble utfort 3 dager for
proveuttak av S6-gruppen ikke har pafoert laksen noen store eller langvarige negative virkninger.
Fra en tidligere studie utfort av Ostevik (2021) ble det vist at notspyling hadde relativt sma og
kortvarige negative virkninger hos gjelleprovene. De hadde ingen signifikante forskjeller i
genekspresjon 8-9 dager etter notspyling (50).

Var genekspresjonanalyse av gjellevevspravene som ble tatt ut 3 dager etter en notspyling ga

omtrent samme observasjoner som ved Ostevik’s studie.

Det ma ogsa understrekes at vi kan ikke si med sikkerhet at det er kobberen i seg selv som har fort
til oppregulering av hsp70. Som beskrevet i kapittel 2.1 finnes det ogsa en rekke andre potensielle
stressorer i oppdrettssammenheng. I tillegg kan ogsa de stressrelaterte genene i studien ikke vare
veldig relevante i stressrespons etter notspyling, eller at de ikke var betydelig endret pa
provetakingstidspunktet. Basert pd vare resultater og @stevik sin studie, kan man anta at fisken
ikke far store eller langvarige negative virkninger etter en notspyling. Det er derimot ukjent

hvordan flere notspylinger vil pavirke laksen.
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5.2 Pilotstudie og celleproliferasjon av ASK-celler

For forseket av ASK-celler ble det utfort et testforsgk for & bekrefte hvilken konsentrasjon av
CuSO4 som skulle brukes. Dette grunnet lite forskning rundt emnet og som tidligere nevnt varierer
den akutte toksisiteten mellom ulike fiskearter og kan vere alt fra 0,001-730 mg/L (16). Malet var
a velge en konsentrasjon som ville pafere cellene stress, men ikke drepe dem. Basert pé litteratur
ble den forste konsentrasjonen som ble valgt ut pa 300 mg/L. Testforsgket viste seg & vare en
avgjerende prosess da absolutt alle cellene dede etter 24 timer og det bare sto igjen cellerester.
Dette var dermed et svaert viktig optimaliseringspunkt i forskningen og indikerte at en
konsentrasjon pa 100 mg/L sannsynligvis ville vaere passende for & kunne se en effekt pa

genekspresjon.

Stressforsgket med ASK-celler viste en stor nedgang i celleantallet og okt celleded (se Figur 3 og
4) hos pravene tilsatt CuSQO4. Det ble ogsé observert en viss nedgang i konfluens mot slutten av
eksperimentet for kontrollprevene. Ved slutten av eksperimentet, Ta4, var cellekonfluensen og
antall dede celler hos kontrollprevene ganske like som de var ved T12. Dette vil altsé si at disse
cellene ikke hadde noen store endringer de siste 12 timene. Det ma likevel nevnes at konfluens er
vanskelig & fastsla eksakt, og er en individuell vurdering basert pd anslatt prosentvis dekningsgrad
observert 1 invertmikroskop. Hos cellene tilsatt CuSOj4 var konfluensen pd 30% ved 24 timer. At
cellene er i dodsfasen kan sees tydelig ved at cellene skiftet struktur, og flayt i mediet. Dette
indikerer at flesteparten av cellene tilsatt CuSO4 var da i dedsfasen og er da tydelig pavirket.
Resultatene fra stressforseket viste dermed at konsentrasjonen pa 100 mg/L CuSO4 hadde en

effekt pé celleproliferasjonen til ASK-cellene.
pH-malingene fra Tabell 3, viste at pH i medium ikke var forandret fra start til slutt av forseket.

Det vil si at 100mg/L CuSOys ikke har en vesentlig pavirkning pa pH. Vi kan si at endringene 1

genekspresjon er grunnet kobbersulfat pa celleniva, og utelukke at det er grunnet pH-endringer.
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5.3 Analyse av genekspresjon hos ASK-celler eksponert for CuSO4

Stabiliteten av referansegenene kan sees pa trendlinjene Figur 10 og Figur 11. Resultatene tyder
pa at genuttrykket til referansegenet actb forholder seg stabilt gjennom tidsserien pé 24 timer og vi
anser dem som brukbar til normalisering av mélgenene. I Figur 11 kan man ogsa se resultatet for
efla , som ble ekskludert fra oppgaven grunnet mangel pa resultater hos kontrollprevene. Efla ble

tatt med i figuren for & demonstrere at det var mer stabilt enn actb.

Genet cypla var en foreslatt biomarker for miljeforurensing (51), og det var forventet en
oppregulering av cypla hos ASK-celler ved eksponering for kobbersulfat. Til tross for denne
forventningen, ble cyp/a nedregulert gjennom hele tidsserien opp mot 24 timer, se Figur 6. Som
man kan se pé figuren er ekspresjonsnivaer ved alle tidspunkter av signifikant endring, utenom
ved 6 timer. I folge Olsvik sin studie om effekter av hypo- og hyporoksi pa transkripsjonsnivier
av fem stressrelaterte gener i leveren til atlantisk torsk, kan en nedregulering av cypla forekomme
av hypoksiske forhold (52). En nedregulering av cypla hos mennesker indikerer oksidativt stress,
som kan forstyrre flere cellulere funksjoner, spesielt transkripsjonsregulering (53). Hva en

nedregulering av cypla hos atlantisk laks indikerer, er ukjent.

Nrf2 oppreguleres gjennom hele tidsserien opp mot 24 timer, se Figur 7. De 4 forste timene ga
ingen signifikante endringer i genuttrykk av nrf2, men fra 6 timer opp mot 24 timer var alle
oppreguleringer statistisk signifikante. Under stressforhold, eksempelvis ved eksponering for
mildt oksidativt stress eller kjemiske indusere, vil nrf2 dissosiere og bli stabilisert og translokert
inn 1 kjernene. Dette forer til okt transkripsjon av antioksidanter for & gjore cellene mer
motstandsdyktige mot oksidativt stress (54). Oppreguleringen av nrf2 i ASK-cellene nar de
eksponeres for CuSOg4 kan skyldes at cellene prover a bli motstandsdyktige mot kobbersulfatet ved

a oke transkripsjonen av antioksidanter.

Som tidligere nevnt i avsnitt 2.5.2, er Asp70 en folsom stressmarker som uttrykkes hele tiden. En
okning eller reduksjon i genuttrykk er vanligvis grunnet temperaturendringer. I vart stressforsek
utelukkes temperatur som en stressfaktor ved at den behandlede gruppen og kontrollgruppen ble
inkubert med samme temperatur pd 20°C. Pa bakgrunn av dette kan vi fastslé at det er kun
kobbersulfatet som forarsaker oppreguleringen av Asp70. Genet hsp70 uttrykkes som respons pé
stress, som betyr at proteinproduktet HSP70 binder seg til proteinsubstratene og stabiliserer dem
mot denaturering eller aggregering inntil forholdene blir bedre (55). Det kan vare arsaken til

resultatene vére viser kraftige oppreguleringer av Asp70 ved alle tidspunkter i tidsserien opp mot
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24 timer, se Figur 8. Siden Asp70 uttrykkes gjennom hele eksponeringen for CuSOs, indikerer
dette at kobbersulfat er en stressfaktor for ASK-cellene.

Genet p38 var en potensiell biomarker for denne analysen fordi den er en av de best studerte
MAPK-ene og er blitt funnet & pavirke en rekke cellulere hendelser, som cellevekst og ded og
celleproliferasjon (56). Det er blitt foreslétt at p38 har anti-apoptiske egenskaper (37), og hjelper
til med a koordinere cellulere responser ved nesten alle stressfaktorer (57). p38 aktiveres blant
annet av miljestressorer, og spiller en viktig rolle i transkripsjonsregulering og inflammatoriske
responser (58). P& Figur 9 kan man se en gradvis nedregulering av p38 i ASK-cellene fra 0 til 12
timer. Det kan virke som nedreguleringen eker med tiden cellene er eksponert for CuSOs. Etter 24
timer er genekspresjonen av p38 1 ASK-celler eksponert for CuSO4 pa samme niva som
kontrollprevene. De anti-apoptotiske egenskapene til p38 kan vere en forklaring pé at nesten alle
ASK-cellene var dede etter 24 timer med eksponering for CuSOs, se Figur 3 og Figur 4.
Forklaringen kan vare at p38 sine anti-apoptotiske egenskaper stoppet etterhvert, slik at apoptose
hos cellene fikk skje og som ferte til en gradvis ekning i antall dede celler gjennom tidsserien. De
observerte endringene i ekspresjonsnivaer av p38 kan tyde pé at kobbersulfatet har forarsaket
stressresponser som kan ha pdvirket ASK-cellene sin evne til & h&ndtere infeksjoner og stress (59).
Arsaken til at ekspresjonsnivaet av p38 hos ASK-cellene gikk tilbake til normale forhold etter 24

timer er ukjent.

Resultatene vare viser ulike former for endring i genuttrykk hos de stressrelaterte genene i ASK-
cellene. Endringene i ekspresjonsnivaer av mRNA for cypla, nrf2, hsp70 og p38 gjer at vi kan
konkludere med at en konsentrasjon pa 100 mg/L kobbersulfat er en stressfaktor for ASK-cellene.
Basert pa resultatene fra genekspresjonsanalysen og observasjoner av celleproliferasjonen, kan vi

si at den heye konsentrasjonen av kobbersulfat har fort til oksidativt stress.
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5.4 Mulige feilkilder

Under studien var det enkelte replikater som ikke fikk Ct-verdi se Vedlegg 11, 13 og 14. Mulige
arsaker til dette kan ha vaert pipetteringsfeil i den grad av at cDNA-templatet eller primere ikke
kom med i RT-qPCR reaksjonsmiksen. Disse prevene ble ekskludert da det var Ct-verdi av
duplikatet. Ved en misforstaelse av prosedyren ble det ogséd hos ASK-cellene kun analysert
biologiske duplikat, og hver preve ble dermed ikke RT-qPCR-analysert i duplikat i Aria Mx, slik
som hos S6- og D-gruppene. Dette pavirket likevel ikke studien i stor grad, da det fortsatt var nok

verdier til & utfere beregninger.

En annen feilkilde var at det ble registrert Ct-verdi pa NTC pé en av kjeringene. Disse verdiene
var sapass hoye sammenlignet med brennene som var tilsatt cDNA se Vedlegg 12 at de tyder pa
uspesifikk amplifisering fremfor kontaminering, og ble dermed godkjent og var ikke av betydning

for resultatet.

Grunnet problemer med RT-qPCR- instrumentet Aria Mx og dets reagenser ble ikke
referansegenet ef/a analysert for ASK-cellene eksponert for CuSOs. Dette kan sees i vedlegg 2
hvor det var ingen Ct-verdi hos genet. For denne typen analyser skal det helst vere to
referansegener og i utgangspunktet var det bestemt at bade actb og efla skulle vare
referansegener. Det ble underveis i studien besluttet at ef/a ekskluderes fra genekspresjonsanalyse
av stressforsgket, og alle malgenene for ASK-celler med og uten kobber ble normalisert med bare

actb (60).

5.5 Sammenligning av in vivo og in vitro prever

Dersom vi sammenligner ASK-cellene fra stressforseket med gjellevevspravene fra oppdrettslaks
1 sjo, kan vi diskutere om kobber kan vare en medvirkende arsak til stress hos laks i sjo etter en
notspyling. Dette ble gjort ved a se pd hvordan de samme genene pévirkes ved eksponering av
kobbersulfat in vitro. Resultatene vare viser at stressmarkeren Asp70 ble oppregulert bade hos in
vivo og in vitro prevene. For in vivo cellene var det ingen signifikant endring i genuttrykk av
maélgenene cypla, nrf2 og p38. Vi kan anta at kobber frigjort fra notspylingen muligens kan vaere
en medvirkende rsak til stress hos oppdrettslaksen, men resultatene vare viser at notspylingen
kun har péfert signifikant endring i genuttrykk av den felsomme stressmarkeren Asp70 og ikke
noe signifikant endring i genuttrykk hos de andre stressrelaterte genene cypla, nrf2 og p38. Hos in

vitro prevene var det endringer i genuttrykk av alle méalgener.
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5.6 Videre forskning

For a underbygge resultatene vare er det gunstig & gjennomfore flere studier som bruker andre
forutsetninger. Det kan ved ASK-celler ogsd vare gunstig 4 gjennomfere flere delforsek med
mindre, og starre mengder CuSOs. Det burde ogsd vare duplikat ved AriaMx og ikke bare
biologiske duplikat. I tillegg kan det vare interessant & se hvordan celler responderer pa en lav
konsentrasjon over lengre tid, i forhold til celler som utsettes for en heoy konsentrasjon over et
kortere tidsintervall. Dette grunnet som tidligere nevnt finnes lite forskning rundt hva
kobberkonsentrasjonen er i nater, og effekten av den kontinuerlige konsentrasjonen fisken utsettes
for. I tillegg kan det vare interessant & gjennomfere flere uttak av fisken for hver enkelt
notspyling i fiskeoppdrett. Dette for & se om responsen er lik ved hver notspyling og om stresset

vedvarer, og om de fysiologiske responsene forverres med tiden.

Det kan ogsé ved laboratoriedyrkede ASK-celler vere interessant & studere virkningen av CuSO4
over lenger tidsperioder. Dette da for & se om effekten forsvinner eller vedvarer. Basert pa de
interessante resultatene av malgenet p38 anbefales det & gjennomfore flere genekspresjonsanalyser
over en lengre tidsserie. I tillegg burde en gjennomfere kontinuerlige hyppige uttak, eksempelvis
hver andre time hos ASK-celler og ogsé eventuelt rett etter notspyling og ikke etter flere dager.
Det anbefales ogsé & utfere studier péd proteinniva, for & studere ssmmenheng mellom genuttrykk

og proteinmengde.

For videre genekspresjonanalyser anbefaler vi & bruke ef/ o som et referansegen, da dette genet

var meget stabilt (se Figur 11).
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6 Konklusjon

For & studere effekten av kobber pé atlantisk laks, ble det i denne oppgaven analysert gjellevev in
vivo fra oppdrettslaks, og kommersielt laboratoriedyrkede ASK-celler in vitro.

Hensikten var & se pd genuttrykk for de samme stressrelaterte gener, for & kunne diskutere
potensielle likheter ved eksponering av CuSO4 pd ASK-celler og notspyling i oppdrettsanlegg.
Basert pa resultatene fra genekspresjonsanalysen og observasjoner av celleproliferasjon, kan vi si
at en kobbersulfatkonsentrasjon pd 100mg/L har en stressende effekt pa cellene. RT-qPCR-
analysene viste at genene cypla, nrf2, hsp70 og p38 ga signifikante endringer i genuttrykk ved
flere tidspunkter av stressforsgket. Resultater fra stressforseket tyder pa at 100mg/L konsentrasjon

av kobbersulfat har fort til oksidativt stress.

For sjoprovene fikk vi ogsa signifikant endringer i genuttrykk av 4sp70 mellom prevegruppe S6
og D. Dette indikerer at notspylingen har fort til noe fysiologisk respons hos fisken, men det er
usikkert at denne endringen er forarsaket av kobber alene. Det er ogsa usikkert hvordan
oppreguleringen av hsp70 pavirker laksens helse over tid. I tillegg viser resultatene at
kobberkonsentrasjonen ved en notspyling ikke er hay nok til at den gir signifikante endringer i
uttrykk av de andre stressgenene cypla, nrf2 og p38. Det er usikkert hvilke folger en sa lav
konsentrasjon gir pa fisken over tid, og ved flere anledninger av notspyling. Samtidig er det ikke
kartlagt funksjonene til de aktuelle malgenene hos atlantisk laks, og det anbefales mer forskning

rundt dette temaet.
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8 Vedlegg

Vedlegg 1 — Resultater for D- og S6-pravene

Tabell 4.1 viser at referansegenene actb og ef/a hadde noe lavere genekspresjon og Ct-verdier enn

maélgenene. For D-gruppen er det ingen standardavvik sterre enn 0,5. Smeltepunktstemperaturene

var stabile gjennom analysen for alle genene.

Tabell 4.1 viser gjennomsnittlige Ct- Tm og DCt-verdier for mdlgenener med tilhorende standardavvik for provegruppe S6.

Tabellen viser ogsa gjennomsnittlig Ct-verdi og tilhorende standardavvik for referansegenene.

D-gruppen
Gjennomsnitt Gjennomsnitt

Gen |Ct-verdi SD Ct-verdi | Tm-verdi SD Tm-verdi | Gjennomsnitt ACt-verdi
cypla |22,40 0,14 79,00 0,00 4,13

hsp70 |26,13 0,19 77,50 0,00 7,86

nrf2 23,49 0,09 78,46 0,14 5,22

p38  |25,25 0,08 77,15 0,28 6,98

actb |17,10 0,09 79,52 0,24

eflac 19,45 0,18 77,00 0,15

Tabell 4.2 viser gjennomsnittlig Ct- og Tm-verdier for médlgenene og referansegenene, samt ACt-

verdier for mélgenene. Den gir en oversikt over genekspresjon av S6-gruppen, samt standardavvik

for Ct- og Tm-verdier. Gjennomsnittlig Ct-verdi for referansegenene actb og ef1  er lavere enn

for malgenene. Alle genene hadde gjennomsnittlig stabile smeltepunktstemperaturer.

Tabell 4.2 viser gjennomsnittlige Ct-, Tm- og DCt-verdier for mdlgenene med tilhorende standardavvik for provegruppe S6.

Tabellen viser ogsa gjennomsnittlig Ct-, og Tm-verdier med tilhorende standardavvik for referansegenene.

S6-gruppen
Gen Gjennomsnitt SD Ct-verdi | Gjennomsnitt SD Tm-verdi Gjennomsnitt
Ct-verdi Tm-verdi ACt-verdi
cypla 25,06 0,14 78,79 0,33 3,99
hsp70 25,87 0,13 78,34 0,25 5,52
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nrf2 25,41 0,06 78,50 0,00 4,34
p38 26,78 0,07 77,14 0,23 5,71
actb 20,54 0,12 78,00 0,30
efla 21,59 0,08 77,39 0,85
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Vedlegg 2 — Resultater for ASK-celler uten kobbersulfat

Tabell 9 viser gjennomsnittlige Ct-, Tm- og delta-Ct-verdier med tilhorende standardavvik for ASK-celleprover uten kobbersulfat.

Beregninger ble gjort i Microsoft excel versjon 16, og ACt-verdiene ble brukt videre til a for a beregne -AACt-verdier for d lage

visuell framstilling av relativ genekspresjon.

Gjennomsnitt SD Ct- | Gjennomsnitt SD Tm- | Gjennomsnitt delta
Tidsintervall | Gen Ct-verdi verdi Tm-verdi verdi ACt-verdi
To cypla 24,86 31,48 79,5 0,00 24,86
T2 cypla 24,37 0,04 79 0,00 24,37
T4 cypla 23,71 0,11 79 0,00 23,71
Ts cypla 23,18 0,07 79,5 0,00 23,18
Ts cypla 22,78 0,13 79 0,00 22,78
T2 cypla 23,24 0,17 79 0,00 23,24
Tos cypla 24,31 0,02 79,25 0,35 24,31
To hsp70 23,11 0,08 23,76 1,44 23,11
T2 hsp70 23,98 0,12 77 0,00 23,98
T4 hsp70 24,84 0,10 77 0,00 24,84
Ts hsp70 22,75 0,10 77 0,00 22,75
Ts hsp70 24,43 0,01 77 0,00 24,43
T2 hsp70 21,46 0,01 77 0,00 21,46
Tos hsp70 24,97 0,33 77 0,00 24,97
To nrf2 26,06 0,23 78,5 0,00 26,06
T nrf2 26,70 0,14 78,5 0,00 26,70
T4 nrf2 26,62 0,35 78,25 0,35 26,62
Ts nrf2 26,42 0,17 78,5 0,00 26,42
Ts nrf2 26,36 0,11 78,5 0,00 26,36
T2 nrf2 26,44 0,06 78,5 0,00 26,44
Toa nrf2 26,46 0,02 78,5 0,00 26,46
To p38 27,09 0,15 77,375 0,25 27,09
T2 p38 27,39 0,06 77 0,00 27,39
Ty p38 27,79 0,19 77 0,00 27,79
Ts p38 27,78 0,07 77 0,00 27,78
Ts p38 27,33 0,18 77 0,00 27,33
T2 p38 27,73 0,06 77 0,00 27,73
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T2a p38 27,64 0,05 77 0,00 27,64
To actb 17,84 0,21 79,5 0,00 17,84
T actb 17,94 0,04 79,25 0,35 17,94
T4 actb 18,30 0,00 79,25 0,35 18,30
Ts actb 18,58 0,13 79,5 0,00 18,58
Ts actb 17,96 0,01 79,5 0,00 17,96
T2 actb 18,47 0,11 79,5 0,00 18,47
Tos actb 18,83 0,50 79,25 0,35 18,83
To efla 22,79 0,00 81,875 8,95 0,00
T efla No Ct 84 15,56

Ty efla No Ct 79,25 0,35

Te efla No Ct 79,75 0,35

Ts efla No Ct 75,25 6,01

T2 efla No Ct 79 0,71

Toq efla No Ct 79 0,71
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Vedlegg 3 — Resultater for ASK-celler med kobbersulfat

Tabell 10 viser gjennomsnittlige Ct-, Tm- og delta-Ct-verdier med tilhorende standardavvik for ASK-celleprover med kobbersulfat.

Beregninger ble gjort i Microsoft excel versjon 16, og ACt-verdiene ble brukt videre til a for a beregne -AACt-verdier for d lage

visuell framstilling av relativ genekspresjon.

Gjennomsnitt Ct- | SD Ct- | Gjennomsnitt Tm- | SD Tm- | Gjennomsnitt delta
Tidsintervall | Gen verdi verdi verdi verdi ACt-verdi
T2 cypla 26,50 0,21 79,00 0,00 26,50
T4 cypla 27,12 0,09 79,00 0,00 27,12
Ts cypla 25,58 0,92 79,00 0,00 25,58
Ts cypla 24,78 0,13 79,00 0,00 24,78
T2 cypla 27,16 0,08 79,00 0,00 27,16
Tos cypla 25,70 0,11 79,00 0,00 25,70
T2 hsp70 16,87 0,19 77,50 0,00 16,87
Ty hsp70 16,78 0,04 77,50 0,00 16,78
Ts hsp70 18,29 0,83 77,50 0,00 18,29
Ts hsp70 18,57 0,71 78,00 0,00 18,57
T2 hsp70 17,41 0,02 77,50 0,71 17,41
Tos hsp70 19,29 0,06 77,50 0,00 19,29
T nrf2 26,32 0,21 78,50 0,00 26,32
T4 nrf2 25,62 0,49 78,50 0,00 25,62
Ts nrf2 25,15 0,19 78,50 0,00 25,15
Ts nrf2 25,05 0,09 78,50 0,00 25,05
T2 nrf2 25,17 0,05 78,50 0,00 25,17
Tos nrf2 25,68 0,10 78,50 0,00 25,68
T2 p38 27,87 0,13 77,00 0,00 27,87
Ty p38 28,44 0,06 77,25 0,35 28,44
Ts p38 28,71 0,20 77,00 0,00 28,71
Ts p38 28,64 0,08 77,00 0,00 28,64
T2 p38 29,85 0,01 77,00 0,35 29,85
Tos p38 28,39 0,21 77,25 0,35 28,39
T2 actb 18,22 18,22 79,25 0,00 18,22
T4 actb 18,65 0,14 79,50 0,00 18,65
Ts actb 18,51 0,24 79,50 0,00 18,51

50




Ts actb 19,00 0,09 79,50 0,00 17,95
T2 actb 19,16 0,24 79,50 0,00 19,00
Tas actb 22,77 0,18 79,50 0,00 19,16
T2 efl a 22,77 0,06 77,00 0,00 22,77
T4 efla 22,77 0,16 77,00 0,35 22,77
Ts efla 22,59 0,03 76,75 0,00 22,59
Ts efla 22,61 0,50 77,00 0,00 22,61
T2 efl a 22,77 0,11 77,00 0,00 22,77
Tos efl a 22,97 0,10 77,00 0,00 22,97
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Vedlegg 4 — Prosedyre for innhgsting av celler

Harvest cells to prepare for RNA isolation

KSH 001

1. Background

Animal cells are grown under different experimental conditions and are then harvested (at distinct

timepoints) for RNA isolation and subsequent analyses.

2. Materials and equipment
Falcon tubes (15 ml, 50 ml)
Rack for tubes
Trypsin-EDTA (0.25%)
Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (PBS)
Cell medium (NB: dependent on cell type)
Sterile graded pipettes (5, 10, or 25 ml, depending on cell flask size)
Pipette pistol
Permanent marker
Eppendorf tubes (C420)
RLT buffer (from RNeasy mini kit, C420)
DTT (2 M, C420 freezer)
Eppendorf tube rack (C420)
Pipette (100-1000 pl, C420)
Pipette tips (100-1000 pl, C420)
Centrifuge (3" floor)
(-80°C freezer (3 floor))

3. Work description
In K-lab: Prepare Eppendorf tubes and RLT+DTT(10%) by adding 20 pl og 2M DTT per 1 ml
RLT buffer.
In cell lab: Work aseptic in LAF-bench. Sterilize LAF-bench and prepare workspace with the

necessary materials.
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1. Move cell flask(s) from incubator into LAF-bench.
2. Remove cell medium.
3. Wash cells carefully with PBS.
4. Add trypsin-EDTA (0.25%). Incubate in room temperature for a few minutes,
check in microscope to confirm dissociation of cells from flask.
5. Add a few ml medium to “wash down” all cells, and then move all cells in
trypsintmedium into a falcon tube.
6. Centrifuge cells at 1300 rpm, 5 min.
7. Remove medium, discard.

Move into K-lab for remaining steps.
8. Add 350 ul RLT+DTT(10%), pipet a few times up and down, and move contents to
pre-labeled Eppendorf tubes.
9. Place tubes in -80°C freezer for later use, or proceed directly to isolation of RNA
using RNeasy mini Kkit.

10. Clean up all work spaces after use (cell lab and C420).
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Vedlegg 5 — Prosedyre for lysis av cellene

START:
((LU.A Inaprtsked a(w\f‘uﬁ = Fm(&d««. l¢ SH 001)

2. Disrupt the cells by adding Bufier RLT. 4+ DTT (10°/.)

For pelleted calls, loosen the cell pellst thoroughly by flicking the tube. Add the
appropeiate volume of Buffer RLT (see Table 5], Vortex or pipet to mix, ond proceed to

stop 3.
Note: Incomplete loosening of the cell pellet may lead 1o inefficient lysis and reduced
RNA yields.
Toble 5. Vohaes of Buller RIT for bysing pelleted cell
Numbar of pelled calls Volume of Bufler BT |0
<Sx 10t (35) Opf\m‘\-( :
Sx 101210 400 Pku i"'\
- P
For direct lysis of cells grown in a monolayer, odd the appropricte volume of Buffer RLT [see 80 ¢

Table & 1o the cellcubure dish. Collect the lysote with o rubber policeman. Pipet the lysate oy m(wd
info a microcentifuge tube [not supplied). Vortex o pipet to mix, and ensure that no cell

clumps are visible bofore proceading to sep 3. din "“3
Tabile &, Volumes of Bulfar RET for disect coll ysis D ENA
Dish diometer (cm| Velume of Buffer RLY ()* iS¢ lati g
<t 150 )
g ss (S‘kp 20.
* Ragarduss of the ool number, use fe buffer vol indicated o complotely cover the surdace of he dish.

3. Homogenize the lysate according 1o step 3o, 3b, or 3c.
See “Disrupfing and homogenizing starfing material”, page 22, for more details on
homogenization. If processing <1 x 10° cells, hamogenize by vortexing for 1 min. After
homogenizafion, proceed 1o step 4.

RNwowy Mini Handbeek 10/2019 1
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Vedlegg 6 — Prosedyre for bruk av Quibit

invitrogen

QUICK REFERENCE

Qubit 4

Fluorometer —
{m

N

QUICK REFERENCE

Qubit™ Assays

Pub. No. MAN0017210

Rev. C.0

invitrogen

Research Use Only. Not for use n diagnostic procedures.

General Qubit Assay Protocol

1. Set up two assay tubes for the standards (three for

the protein or RNA 1Q assay) and one assay tube for
each sample.

2. Prepare the Qubit™ working solution by diluting the
Qubit™ reagent 1:200 in Qubit™ buffer. Prepare 200 pL of

working solution for each standard and sample.

3. Prepare the assay tubes* according to the table below.

Qubit™ reagent

* where n = number of standards plus number of samples

™

Qubit™ Assays

Standards from kit

[

Ensure all reagents are

—
[
at room temperature

& =&

oul, N\ 104L

——
() 190 uL ? ?
Final Qubit™ tube volume is 200 pL.
199 x n pL* User samples
Qubit™

working solution

180-199 pL ?

120 uL \[1-20 pl\ 1-20 pL\

TTT

Final Qubit™ volume tube is 200 pL

4. Vortex all tubes for 2—-3 seconds.

5. Incubate the tubes for 2 minutes at room temperature
(15 minutes for the Qubit™ protein assay).

6. Insert the tubes in the Qubit™ Fluorometer and take
readings. For detailed instructions, refer to the Qubit™
Fluorometer manual.

Standard assay tubes ‘ User sample assay tubes

Working solution® (from step 2) 190 pL 180-199 pL
Standard (from kit) 10 pL -
User sample — 1-20 pL
Total Volume in each assay tube 200 pL 200 pL

T Qubit 1X dsDNA assays (Cat. Nos. Q33230, Q33231, Q33265, Q33266) are supplied with a ready-to-use working solution, and do not require preparation.

* Use only thin-wall, clear 0.5 mL PCR tubes. Acceptable tubes include Qubit™ assay tubes (set of 500, Cat. No. Q32856).
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Vedlegg 7 — Prosedyre for cDNA-syntese

QuantaE®

qScript® cDNA Synthesis Kit
CalNo. U705 Ska 25 x 2044 mackors Store at -25°C to -15°C
470 100 x 204 reactars
47500 500 x 20+ reactors
Descrigtion

The qScript cONA Syrthesis Kit is a seraiive and asy-to-wuse schution for RNA quantification using two-step RT-PCR,  Tha novel qScript Reacton Mix
provices all the necessary components for cONA synthesis expapt enzyme and RNA tamplate.  The optimized biend of random and oligaldT) primers
provides robust, consstant and unbiased firststrand synthess ower 3 broad range of RNA templats concertrations, qScipt revarsa transcriptase is a
mixture of an engineessd MMLY RT and a ribanucieass inhiator protein. The simplied reacson procadure is Ideally suted far high firoughput expression
shudles using raal-tme quentitstive RT-PCR. The rasulting cONA product is directly compatitie with currant raal-fme PCR mathods or comventionsl and-
pant RT-PCR of targets 51 kb in longh.

Components
95087405 S04-100 SE07-500
qSoipt Reaction Mix (5X) 1{x10puL 1 x400 L 2x1ml
5X concenirated soluson of cptimized tufer, magnesium, algo(dT)
and random primers, and dNTPs
GScipl Reverse Tanscoriptase, 20X concentration 1x5pL 1 x 100 pL 1 x 500l
Nudease-fee waler 1x15m 1x15m dx15ml
Storage and Stability

Store componests in a constant tempeature freezer 2 -25°C % +15°C upon mosipt, Afler thawing, mix thoroughly befare using.
For lot specific exgiry date, refer %0 package letel, Cosificale of Analysis or Product Specificaion Fom.

Reaction Protocol
1. ;q_aa.lﬁwm Mix thoraugily, and briefly certrifuge to collect contents betore using. Placs all compenents, includng qSerpt
on ks,
2 Addthe following to a 0.2-mi thin-ealled PCR fube or 96-wedl PCR reaction plate siting o ice:
RNA {1 g to 10 pg tofal RNA) sl |0l
Nuciease-fres water ~vatgte— S L
qScript Reacton Mix (5X) 40uL
9ot RT 1.0pl
fnal volamao 0.0l

Whan parfarming muliple rst-strand reactions, a master mix can be prepared with water, gScript Reacsion MLMRT.

/
nmssudemumm
0 aach reaction.
reacton plate with sealng film o cap sach reaction.

3 \Vonex genty, and hen cantrfige 103 1o collect contants.

4. Place tube(s) In a tharmal cycler programmed as lilows
1 cycde 22°C, Smin
1 cyclec 42°C, 30 min
1 cycle 85°C, S min
4°C held
5 Inifate nn

6 Aﬁ-wrﬂmdd)l\lhﬁu&m|D'b1)ﬂ‘duwmm(l~4puumﬂmpmuon ¥ dasired, cONA product can
be diuted with 10 miM Tris-HCI (pH 8.0), 0.1 mM EDTA and stored &t -20°C.

95047 | FU-024.1 REV 3 1




Vedlegg 8 — Prosedyre for gPCR
PROSEDYRE:

qPCR
KSH 004

1 Background

cDNA has been prepped from RNA (according to protocol for qScript cDNA synthesis kit from
Quantabio), and its concentration has been measured by Qubit 4.0 (according to Qubit manual).
Calculate how to accordingly dilute cDNA to a concentration of 400 pg/7,34 ul H20 and prepare
diluted cDNA in Eppendorf tubes ready for qPCR, let sit on ice. Primers have been diluted to
stocks of 500 nM. (A 100 pl stock of 500 nM can be made by adding 7.5 pl from a 100 uM stock
to 92.5 pl autoclaved H20.) All work takes place in the K-lab.

2 Materials and equipment

Ice

Forward primers (stock of 500 nM)

Reverse primers (stock of 500 nM)

SYBR Green Low Rox

cDNA (diluted to a concentration of 400 pg/7,34 pl H20)
DNase/RNase free H20 or autoclaved H20

Rack for Eppendorf tubes

Eppendorf tubes

Pipettes and pipette tips (0-1000 pl)

Multichannel pipette (0-10 pl)

Permanent marker

96 well plate for qPCR and a rack/plate to hold it in place during pipetting
Plate sealing/adhesive film

Adhesive film rubber applicator

Vortex mixer

Table centrifuge

Plate centrifuge

AriaMX instrument and software
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3 Work description

Keep cDNA, primers and SYBR green on ice after thawing. All pre-PCR work must be performed

in “clean zone”. NB: cDNA must be added in the final step, in the “unclean zone”.
Each qPCR reaction/well must contain the following:

- 10 ul SYBR Green Low Rox

- 1,33 pl primer Forward (fra 500 nM stock)

- 1,33 pul primer Reverse (fra 500 nM stock)

- 7,34 ul H20+cDNA (400 pg cDNA per 7,34 pl)

= Totalt 20 pl per reaction

Depending on plate layout, use pipette or multichannel pipette to pipette primers and SYBR green
(mixed or separeately) to the respective wells in the 96 plate (it is useful to draw a template before
starting). Remember that all samples should be in duplicates and to include no template controls
(NTCs) without cDNA to verify that primers, SYBR green and water are not contaminated by
DNA.

cDNA is added in the final step, 7.34 ul to each well.

Seal the plate with film and use rubber applicator to ensure that the film is sufficiently adhered
around the edges. Vortex plate to mix well, and spin down in plate centrifuge. Ensure that there
are no bubbles in any wells, if there is, flick the wells to remove bubbles and spin again in plate

centrifuge.

Let plate sit on ice while setting up the run in AriaMX in PC:

Control “Instrument explorer” to see that instrument AriaMX is connected. Then:

1. Choose “Quantitative PCR”
2. For all wells, select FAM—>SYBR. Reference dye = ROX
3. Create the following 3-step cycling profile:

3 min 95°C

15s95°C
F 5



20s 58°C 38 cycles
30s 72°C

4. Remember to check that magnifying glass is active/blue at 72°C.

5. Melt curve profile does not need to be changed.

6. Select NTCs for the respective NTC wells, blank for the empty wells, and give names to
the other wells (unknown).

7. Run->Send configuration.

8. Save: Give name of run. NB: do not use A@A in name.

9. NB! Remember to insert plate into instrument if you have not done it yet.

In AriaMX:
10. Click on arrow-symbol from PC to retrieve configuration. Double check that everything is

OK. “Run experiment” on Aria. Run will take approximately 2h.
In the meantime: clean the workplace in the lab, or start new round of measuring cDNA and

prepping for new round of qPCR. After finished run: Export results to excel and retrieve with a

memory USB stick.
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Vedlegg 9 — RT-qPCR resultater for preve 1-6 i D-gruppen

Well | Well Well Dye Cq Tm Product 1 (-
Type Name (ARn) Rn'(T))

Al | Unknown | CYPIA1 | SYBR 23,57 79
A2 | Unknown | CYPIA1 | SYBR 23,75 79
A3 | Unknown | CYPIA2 | SYBR 23,33 79
A4 | Unknown | CYPIA2 | SYBR 23,52 79
A5 | Unknown | CYPIA3 | SYBR 24,02 79
A6 | Unknown | CYPIA3 | SYBR 24,07 79
A7 | Unknown | CYP1IA4 | SYBR 23,59 79
A8 | Unknown | CYP1IA4 | SYBR 23,59 79
A9 | Unknown | CYPIAS5 | SYBR 24,07 79
A10 | Unknown | CYPIA5S | SYBR 24,04 79
All | Unknown | CYPIA 6 | SYBR 23,31 79
Al12 | Unknown | CYPIA 6 | SYBR 23,35 79
B1 | Unknown | HSP70 1 SYBR 26,61 77,5
B2 | Unknown | HSP70 1 SYBR 26,65 77,5
B3 | Unknown | HSP70 2 SYBR 26,33 77,5
B4 | Unknown | HSP70 2 SYBR 26,46 77,5
B5 | Unknown | HSP70 3 SYBR 27,95 77,5
B6 | Unknown | HSP70 3 SYBR 27,96 77,5
B7 | Unknown | HSP70 4 SYBR 27,69 77,5
B8 | Unknown | HSP70 4 SYBR 27,73 77,5
B9 | Unknown | HSP70 5 SYBR 27,47 77,5
B10 | Unknown | HSP70 5 SYBR 27,41 77,5
B11 | Unknown | HSP70 6 SYBR 27,2 77,5
B12 | Unknown | HSP70 6 SYBR 27,2 77,5
Cl | Unknown | NRF2 1 SYBR 24,95 78,5
C2 | Unknown | NRF2 1 SYBR 24,86 78,5
C3 | Unknown | NRF2 2 SYBR 24,59 78,5
C4 | Unknown | NRF2 2 SYBR 24,62 78,5
C5 | Unknown | NRF2 3 SYBR 24,62 78,5
C6 | Unknown | NRF2 3 SYBR 24,68 78,5
C7 | Unknown | NRF2 4 SYBR 24,47 78,5
C8 | Unknown | NRF2 4 SYBR 24,59 78,5
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C9 | Unknown | NRF2 5 SYBR 24,55 78
C10 | Unknown | NRF2 5 SYBR 24,7 78,5
C11 | Unknown | NRF2 6 SYBR 24,4 78,5
C12 | Unknown | NRF2 6 SYBR 24,43 78,5
D1 | Unknown | P38 1 SYBR 26,25 71,5
D2 | Unknown | P38 1 SYBR 26,25 77
D3 | Unknown | P38 2 SYBR 25,92 77
D4 | Unknown | P38 2 SYBR 26,06 77
D5 | Unknown | P38 3 SYBR 26,48 77,5
D6 | Unknown | P38 3 SYBR 26,57 77
D7 | Unknown | P38 4 SYBR 26,29 77
D8 | Unknown | P38 4 SYBR 26,3 77
D9 | Unknown | P38 5 SYBR 26,57 77
D10 | Unknown | P38 5 SYBR 26,51 77
D11 | Unknown | P38 6 SYBR 25,82 77
D12 | Unknown | P38 6 SYBR 25,91 77
El Unknown | ACTB 1 SYBR 18,14 79,5
E2 Unknown | ACTB 1 SYBR 18,1 79,5
E3 Unknown | ACTB 2 SYBR 17,7 79,5
E4 Unknown | ACTB 2 SYBR 17,71 79,5
E5 Unknown | ACTB 3 SYBR 18,65 79,5
E6 Unknown | ACTB 3 SYBR 18,78 79,5
E7 Unknown | ACTB 4 SYBR 18,31 79,5
E8 Unknown | ACTB 4 SYBR 18,38 79,5
E9 Unknown | ACTB 5 SYBR 18,56 79,5
E10 | Unknown | ACTB 5 SYBR 18,65 79,5
Ell | Unknown | ACTB 6 SYBR 17,72 79,5
E12 | Unknown | ACTB 6 SYBR 17,79 79,5
F1 Unknown | EF1A 1 SYBR 20,71 77
F2 Unknown | EF1A 1 SYBR 20,75 77
F3 Unknown | EF1A 2 SYBR 20,34 77
F4 Unknown | EF1A 2 SYBR 20,42 77
F5 Unknown | EF1A 3 SYBR 20,9 77
Fé6 Unknown | EF1A 3 SYBR 21,1 77
F7 Unknown | EF1A 4 SYBR 20,66 77
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F8 Unknown | EF1A 4 SYBR 20,6 77
F9 Unknown | EF1A 5 SYBR 20,82 77
F10 | Unknown | EF1A S SYBR 21,01 77
F11 | Unknown | EF1A 6 SYBR 20,05 77
F12 | Unknown | EF1A 6 SYBR 20,09 77
Gl | NTC CYP1A SYBR 34,55 72
G2 | NTC HSP70 SYBR | No Cq 95
G3 | NTC NRF2 SYBR | No Cq 77
G4 | NTC P38 SYBR | No Cq 77,5
G5 | NTC ACTB SYBR | No Cq 77
G6 | NTC EF1A SYBR | No Cq 76,5
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Vedlegg 10 — RT-qPCR resultater for prave 7-12 i D-gruppen

Well | Well Well Dye Cq Tm Product 1 (-
Type Name (ARn) Rn'(T))

Al | Unknown | CYPIA7 | SYBR 19,87 79
A2 | Unknown | CYPIA7 | SYBR 20,12 79
A3 | Unknown | CYPIA 8 | SYBR 22,41 79
A4 | Unknown | CYPIA 8 | SYBR 23,6 79
A5 | Unknown | CYPIA9 | SYBR 21,16 79
A6 | Unknown | CYPIA9 | SYBR 21,19 79
A7 | Unknown | CYP1IA 10 | SYBR 21,21 79
A8 | Unknown | CYP1A 10 | SYBR 21,19 79
A9 | Unknown | CYPIA 11 | SYBR 20,68 79
A10 | Unknown | CYPIA 11 | SYBR 20,8 79
All | Unknown | CYP1A 12 | SYBR 20,51 79
A12 | Unknown | CYP1A 12 | SYBR 20,74 79
B1 | Unknown | HSP70 7 SYBR 23,88 77,5
B2 | Unknown | HSP70 7 SYBR 25,13 77,5
B3 | Unknown | HSP70 8 SYBR 26,85 77,5
B4 | Unknown | HSP70 8 SYBR 28,24 77,5
B5 | Unknown | HSP70 9 SYBR 24,73 77,5
B6 | Unknown | HSP70 9 SYBR 24,74 77,5
B7 | Unknown | HSP70 10 | SYBR 24,67 77,5
B8 | Unknown | HSP70 10 | SYBR 24,67 77,5
B9 | Unknown | HSP70 11 | SYBR 24,82 77,5
B10 | Unknown | HSP70 11 | SYBR 24,68 77,5
B11 | Unknown | HSP70 12 | SYBR 24,1 77,5
B12 | Unknown | HSP70 12 | SYBR 23,91 77,5
Cl | Unknown | NRF2 7 SYBR 22,68 78,5
C2 | Unknown | NRF2 7 SYBR 23,24 78,5
C3 | Unknown | NRF2 8 SYBR 24,74 78,5
C4 | Unknown | NRF2 8 SYBR 24,73 78,5
C5 | Unknown | NRF2 9 SYBR 21,77 78,5
C6 | Unknown | NRF2 9 SYBR 21,81 78,5
C7 | Unknown | NRF2 10 | SYBR 21,5 78,5
C8 | Unknown | NRF2 10 | SYBR 21,59 78,5
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C9 | Unknown | NRF2 11 SYBR 21,66 78
C10 | Unknown | NRF2 11 SYBR 21,82 78,5
C11 | Unknown | NRF2 12 SYBR 21,37 78,5
C12 | Unknown | NRF2 12 SYBR 21,5 78,5
D1 Unknown | P38 7 SYBR 24,75 71,5
D2 | Unknown | P38 7 SYBR 25,13 71,5
D3 | Unknown | P38 8 SYBR 27,33 77
D4 | Unknown | P38 8 SYBR 27,04 71,5
D5 | Unknown | P38 9 SYBR 23,67 77,5
D6 | Unknown | P38 9 SYBR 23,69 71,5
D7 | Unknown | P38 10 SYBR 23,61 71,5
D8 | Unknown | P38 10 SYBR 23,63 77
D9 | Unknown | P38 11 SYBR 23,14 76,5
D10 | Unknown | P38 11 SYBR 23,21 77
D11 | Unknown | P38 12 SYBR 22,89 77
D12 | Unknown | P38 12 SYBR 23,06 77
El Unknown | ACTB 7 SYBR 17,15 79
E2 Unknown | ACTB 7 SYBR 16,91 79,5
E3 Unknown | ACTB 8 SYBR 18,46 79,5
E4 Unknown | ACTB 8 SYBR 18,44 79,5
ES Unknown | ACTB 9 SYBR 15,42 79,5
E6 Unknown | ACTB 9 SYBR 15,46 79,5
E7 Unknown | ACTB 10 | SYBR 15,37 79,5
E8 Unknown | ACTB 10 | SYBR 15,41 79,5
E9 Unknown | ACTB 11 | SYBR 15,04 79,5
E10 | Unknown | ACTB 11 | SYBR 15,24 79,5
Ell | Unknown | ACTB 12 | SYBR 14,78 79,5
E12 | Unknown | ACTB 12 | SYBR 14,17 80,5
F1 Unknown | EF1A 7 SYBR 19,5 77
F2 Unknown | EF1A 7 SYBR 19,47 77
F3 Unknown | EF1A 8 SYBR 19,9 77
F4 Unknown | EF1A 8 SYBR 21,69 76,5
F5 Unknown | EF1A 9 SYBR 17,51 77,5
Fé6 Unknown | EF1A 9 SYBR 17,65 77
F7 Unknown | EF1A 10 SYBR 17,4 77
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F8 Unknown | EF1A 10 SYBR 17,28 77
F9 Unknown | EF1A 11 SYBR 17,3 77
F10 | Unknown | EF1A 11 SYBR 17,15 77
F11 | Unknown | EF1A 12 SYBR 17,14 77
F12 | Unknown | EF1A 12 SYBR 17,33 77
Gl | NTC CYP1A SYBR | No Cq 75
G2 | NTC HSP70 SYBR | No Cq 95
G3 | NTC NRF2 SYBR | No Cq 76,5
G4 | NTC P38 SYBR | No Cq 76,5
G5 | NTC ACTB SYBR | No Cq 67
G6 | NTC EF1A SYBR | No Cq 78,5
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Vedlegg 11 — RT-qPCR resultater for prave 1-6 i S6-gruppen

Well | Well Type | Well Name | Cq Tm Product 1 (-Rn'(T))
(ARn)

Al Unknown | cyplal 27,14 79
A2 | Unknown | cyplal 26,92 79
A3 | Unknown | cypla?2 27,64 78,5
A4 | Unknown | cypla?2 27,72 78,5
A5 | Unknown | cypla3 28,48 79
A6 | Unknown | cypla3 29,23 79
A7 | Unknown | cypla4 28,03 78
A8 | Unknown | cypla4 27,49 78,5
A9 | Unknown | cypla5 27,78 78
A10 | Unknown | cypla5 27,78 78,5
All | Unknown | cypla6 24,55 78,5
Al12 | Unknown | cypla6 24,66 79
B1 | Unknown | hsp70 1 28,82 77,5
B2 | Unknown | hsp70 1 28,34 77,5
B3 Unknown | hsp70 2 31,5 77,5
B4 | Unknown | hsp70 2 No Cq 95
B5 Unknown | hsp70 3 28,53 77
B6 | Unknown | hsp703 28,45 77,5
B7 | Unknown | hsp70 4 33,69 78
B8 | Unknown | hsp70 4 33,11 78
B9 | Unknown | hsp705 No Cq 78
B10 | Unknown | hsp70 5 No Cq 78
B11 | Unknown | hsp70 6 24,27 77
B12 | Unknown | hsp70 6 24,43 77,5
Cl Unknown | nrf2 1 26,92 78,5
C2 Unknown | nrf2 1 27 78,5
C3 Unknown | nrf2 2 26,79 78,5
C4 | Unknown | nrf22 26,66 78,5
C5 | Unknown | nrf23 26,65 78,5
C6 | Unknown | nrf23 26,84 78,5
C7 Unknown | nrf2 4 28.09 78,5
C8 Unknown | nrf2 4 28.09 78,5
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C9 | Unknown | nrf25 29,13 78,5
C10 | Unknown | nrf25 29,07 78,5
CI11 | Unknown | nrf2 6 25,78 78,5
C12 | Unknown | nrf2 6 25,64 78,5
D1 | Unknown | p381 29,32 77
D2 | Unknown | p381 29,4 77
D3 | Unknown | p382 27,78 77
D4 | Unknown | p382 28,1 77
D5 | Unknown | p383 28,98 77
D6 | Unknown | p383 28,86 77
D7 | Unknown | p384 28,24 77,5
D8 | Unknown | p384 28,26 77,5
D9 | Unknown | p385 28,96 77,5
D10 | Unknown | p385 28,9 77,5
D11 | Unknown | p386 27,01 77,5
D12 | Unknown | p386 27 77
El Unknown | actb 1 21,06 79,5
E2 Unknown | actb 1 No Cq 91
E3 Unknown | actb 2 25,18 79
E4 Unknown | actb 2 No Cq 65
E5 | Unknown | actb3 24,22 78,5
E6 Unknown | actb 3 24,18 79,5
E7 Unknown | actb 4 26,89 79
E8 Unknown | actb 4 27,08 79
E9 Unknown | actb 5 27,84 79
E10 | Unknown | actb 5 27,66 79
E11 | Unknown | actb 6 18,81 79
E12 | Unknown | actb 6 18,52 79,5
F1 Unknown | eflal 22,33 77
F2 Unknown | eflal 22,57 77
F3 Unknown | efla?2 25,32 77
F4 Unknown | efla2 25,31 77
F5 Unknown | efla3 23,63 77
F6 Unknown | efla3 23,72 76,5
F7 Unknown | eflad 28,29 78,5
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F8 Unknown | eflad 28,17 79
F9 Unknown | efla 5 28.8 79,5
F10 | Unknown | efla5 28,5 79
F11 | Unknown | efla6 20,53 77
F12 | Unknown | efla6 20,49 77
Gl | NTC cypla No Cq 95
G2 | NTC hsp70 No Cq 77
G3 | NTC nrf2 No Cq 78
G4 | NTC p38 No Cq 70,5
G5 | NTC actb No Cq 75
G6 | NTC efla No Cq 75,5
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Vedlegg 12 — RT-qPCR resultater for prave 8-13 i S6-gruppen

Well | Well Well Dye Cq Tm Product 1 (-
Type Name (ARn) Rn'(T))

Al | Unknown | CYPIA 8 | SYBR 21,73 79
A2 | Unknown | CYPIA 8 | SYBR 21,63 79
A3 | Unknown | CYPIA9 | SYBR 22,61 79
A4 | Unknown | CYPIA9 | SYBR 22,59 79
A5 | Unknown | CYPIA 11 | SYBR 21,72 79
A6 | Unknown | CYPIA 11 | SYBR 21,74 79
A7 | Unknown | CYP1A 12 | SYBR 23,44 79
A8 | Unknown | CYP1A 12 | SYBR 23,58 79
A9 | Unknown | CYP1A 13 | SYBR 22,47 79
A10 | Unknown | CYP1A 13 | SYBR 22,28 79
B1 | Unknown | HSP70 8 SYBR 24,96 77,5
B2 | Unknown | HSP70 8 SYBR 24,82 77,5
B3 | Unknown | HSP70 9 SYBR 21,26 77,5
B4 | Unknown | HSP70 9 SYBR 21,26 77,5
B5 | Unknown | HSP70 11 | SYBR 21,56 77,5
B6 | Unknown | HSP70 11 | SYBR 21,91 77,5
B7 | Unknown | HSP70 12 | SYBR 23,67 77,5
B8 | Unknown | HSP70 12 | SYBR 23,73 77,5
B9 | Unknown | HSP70 13 | SYBR 20,77 77,5
B10 | Unknown | HSP70 13 | SYBR 20,8 77,5
Cl | Unknown | NRF2 8 SYBR 22,68 78,5
C2 | Unknown | NRF2 8 SYBR 22,62 78,5
C3 | Unknown | NRF2 9 SYBR 23,57 78,5
C4 | Unknown | NRF2 9 SYBR 23,62 78,5
C5 | Unknown | NRF2 11 SYBR 22,84 78,5
C6 | Unknown | NRF2 11 SYBR 22,85 78,5
C7 | Unknown | NRF2 12 | SYBR 23,94 78,5
C8 | Unknown | NRF2 12 | SYBR 24,05 78,5
C9 | Unknown | NRF2 13 | SYBR 22,96 78,5
C10 | Unknown | NRF2 13 | SYBR 23,13 78,5
D1 | Unknown | P38 8 SYBR 24,12 77
D2 | Unknown | P38 8 SYBR 24,2 77
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D3 | Unknown | P38 9 SYBR 25,11 77
D4 | Unknown | P38 9 SYBR 24,95 71,5
D5 | Unknown | P38 11 SYBR 24,49 77
D6 | Unknown | P38 11 SYBR 24,53 77
D7 | Unknown | P38 12 SYBR 25,44 77
D8 | Unknown | P38 12 SYBR 25,54 77
D9 | Unknown | P38 13 SYBR 24,96 77
D10 | Unknown | P38 13 SYBR 24,9 77
El Unknown | ACTB 8 SYBR 16,83 79,5
E2 Unknown | ACTB 8 SYBR 15,9 79,5
E3 Unknown | ACTB 9 SYBR 16,5 79,5
E4 Unknown | ACTB 9 SYBR 16,45 79,5
ES Unknown | ACTB 11 | SYBR 15,82 79,5
E6 Unknown | ACTB 11 | SYBR 15,87 79,5
E7 Unknown | ACTB 12 | SYBR 17,55 79,5
E8 Unknown | ACTB 12 | SYBR 17,6 79,5
E9 Unknown | ACTB 13 | SYBR 15,87 79,5
E10 | Unknown | ACTB 13 | SYBR 15,81 79,5
F1 Unknown | EF1A 8 SYBR 16,92 77
F2 Unknown | EF1A 8 SYBR 16,97 77
F3 Unknown | EF1A 9 SYBR 17,99 76,5
F4 Unknown | EF1A 9 SYBR 17,98 77
F5 Unknown | EF1A 11 SYBR 17,38 76,5
Fé6 Unknown | EF1A 11 SYBR 17,7 77
F7 Unknown | EF1A 12 SYBR 18,96 77
F8 Unknown | EF1A 12 SYBR 19,02 77
F9 Unknown | EF1A 13 SYBR 17,18 77
F10 | Unknown | EF1A 13 SYBR 17,24 77
Gl | NTC CYP1A SYBR 34,6 74
G2 | NTC HSP70 SYBR | No Cq 77,5
G3 | NTC NRF2 SYBR | No Cq 77
G4 | NTC P38 SYBR | No Cq 77,5
G5 | NTC ACTB SYBR | No Cq 76,5
G6 | NTC EF1A SYBR 34,82 77
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Vedlegg 13 — RT-qPCR resultater for ASK-celler uten CuSO4

Well | Well Type | Well Name Cq Tm Product 1 (-Rn'(T))
(ARn)

Al | Unknown | CYP1A 0Al 24,34 79
A2 | Unknown | CYP1A 0A2 24.4 79
A3 | Unknown | CYP1A 0OB1 23,79 79
A4 | Unknown | CYP1A 0B2 23,63 79
A5 | Unknown | CYP1A 0C1 23,13 79,5
A6 | Unknown | CYP1A 0C2 23,23 79,5
A7 | Unknown | CYP1A 0DI 22,87 79
A8 | Unknown | CYP1A 0D2 22,68 79
A9 | Unknown | CYP1A OE1 23,36 79
A10 | Unknown | CYP1A OE2 23,12 79
All | Unknown | CYP1A OF2 24,32 79
Al12 | Unknown | CYP1A OF1 24,29 79,5
Bl | Unknown | HSP70 0A1 23,92 77
B2 | Unknown | HSP70 0A2 24,04 77
B3 | Unknown | HSP70 0B1 24,92 77
B4 | Unknown | HSP70 0B2 24,75 77
B5 | Unknown | HSP70 0Cl 22,68 77
B6 | Unknown | HSP70 0C2 22,82 77
B7 | Unknown | HSP70 0D1 24,42 77
B8 | Unknown | HSP70 0D2 24,44 77
B9 | Unknown | HSP70 OEl 21,45 77
B10 | Unknown | HSP70 OE2 21,47 77
B11 | Unknown | HSP70 OF2 24,73 77
B12 | Unknown | HSP70 OF1 25,2 77
Cl | Unknown | NRF2 0Al 26,8 78,5
C2 | Unknown | NRF2 0A2 26,6 78,5
C3 | Unknown | NRF20BI 26,87 78
C4 | Unknown | NRF2 0B2 26,37 78,5
C5 | Unknown | NRF20Cl1 26,3 78,5
C6 | Unknown | NRF20C2 26,54 78,5
C7 | Unknown | NRF2 0DI 26,44 78,5
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C8 | Unknown | NRF20D2 26,28 78,5
C9 | Unknown | NRF2 0OE1 26,48 78,5
C10 | Unknown | NRF2 OE2 26,39 78,5
Cl1 | Unknown | NRF2 OF2 26,44 78,5
C12 | Unknown | NRF2 (OF1 26,47 78,5
D1 | Unknown | P38 0Al 27,34 77
D2 | Unknown | P38 0A2 27,43 77
D3 | Unknown | P38 0B1 27,92 77
D4 | Unknown | P38 0B2 27,65 77
D5 | Unknown | P38 0C1 27,73 77
D6 | Unknown | P38 0C2 27,83 77
D7 | Unknown | P38 0Dl1 27,45 77
D8 | Unknown | P38 0D2 27,2 77
D9 | Unknown | P38 OE1 27,77 77
D10 | Unknown | P38 OE2 27,68 77
D11 | Unknown | P38 OF2 27,6 77
D12 | Unknown | P38 OF1 27,67 77
El Unknown | ACTB 0A1l 17,91 79
E2 Unknown | ACTB 0A2 17,97 79,5
E3 Unknown | ACTB 0B1 No Cq 79
E4 Unknown | ACTB 0B2 18,3 79,5
E5 Unknown | ACTB 0Cl 18,48 79,5
E6 Unknown | ACTB 0C2 18,67 79,5
E7 Unknown | ACTB 0D1 17,96 79,5
E8 Unknown | ACTB 0D2 17,95 79,5
E9 Unknown | ACTB 0OE1 18,55 79,5
E10 | Unknown | ACTB 0E2 18,39 79,5
E1l | Unknown | ACTB 0F2 19,18 79
E12 | Unknown | ACTB OF1 18,47 79,5
F1 Unknown | EF1A 0Al No Cq 95
F2 Unknown | EFI1A 0A2 No Cq 73
F3 Unknown | EF1A 0BI No Cq 79
F4 Unknown | EF1A 0B2 No Cq 79,5
F5 Unknown | EF1A 0Cl No Cq 80
Fé6 Unknown | EF1A 0C2 No Cq 79,5
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F7 Unknown | EF1A 0D1 No Cq 79,5
F8 Unknown | EF1A 0D2 No Cq 71
F9 Unknown | EF1A OE1 No Cq 78,5
F10 | Unknown | EF1A OE2 No Cq 79,5
F11 | Unknown | EFIA OF2 No Cq 78,5
F12 | Unknown | EFI1A OF1 No Cq 79,5
Gl | NTC CYP1A No Cq 72
G2 | NTC HSP70 No Cq 79,5
G3 | NTC NRF2 No Cq 71,5
G4 | NTC P38 No Cq 77
G5 | NTC ACTB No Cq 77
G6 | NTC EF1A No Cq 79,5
H1 Unknown | CYPIA T2 24,69 79,5
H2 | Unknown | CYP1A T2 24,8 79,5
H3 | Unknown | HSP70 T2 23,26 77
H4 | Unknown | HSP70 T2 23,31 71,5
H5 | Unknown | NRF2 T2 25,85 78,5
H6 | Unknown | NRF2 T2 25,88 78,5
H7 | Unknown | P38 T2 26,91 71,5
H8 | Unknown | P38 T2 27,03 77
H9 | Unknown | ACTB T2 17,68 79,5
H10 | Unknown | ACTB T2 17,65 79,5
H11 | Unknown | EF1A T2 No Cq 95
H12 | Unknown | EFI1A T2 No Cq 80

73



Vedlegg 14 — RT-qPCR resultater for ASK-celler med CuSO4

Well | Well Type | Well Name Cq Tm Product 1 (-Rn'(T))
(ARn)

Al | Unknown | CYP1A CuAl 26,65 79
A2 | Unknown | CYP1A CuA2 26,35 79
A3 | Unknown | CYP1A CuBl1 27,05 79
A4 | Unknown | CYP1A CuB2 27,18 79
A5 | Unknown | CYP1A CuCl 26,23 79
A6 | Unknown | CYP1A CuC2 24,93 79
A7 | Unknown | CYP1A CuDl 24,68 79
A8 | Unknown | CYP1A CuD2 24,87 79
A9 | Unknown | CYP1A CuEl 27,1 79
A10 | Unknown | CYP1A CuE2 27,21 79
All | Unknown | CYP1A CuF1 25,62 79
Al12 | Unknown | CYP1A CuF2 25,77 79
Bl | Unknown | HSP70 CuAl 17 77,5
B2 | Unknown | HSP70 CuA2 16,73 77,5
B3 | Unknown | HSP70 CuBl 16,75 77,5
B4 | Unknown | HSP702 16,81 77,5
B5 | Unknown | HSP70 CuCl 17,7 77,5
B6 | Unknown | HSP70 CuC2 18,87 77,5
B7 | Unknown | HSP70 CuD1 18,07 78,5
B8 | Unknown | HSP70 CuD2 19,07 77,5
B9 | Unknown | HSP70 CuEl 17,39 77,5
B10 | Unknown | HSP70 CuE2 17,42 77,5
B11 | Unknown | HSP70 CuF1 19,33 77,5
B12 | Unknown | HSP70 CuF2 19,25 77,5
Cl | Unknown | NRF2 CuAl 26,46 78,5
C2 | Unknown | NRF2 CuA2 26,17 78,5
C3 | Unknown | NRF2 CuBl1 25,27 78,5
C4 | Unknown | NRF2 CuB2 25,97 78,5
C5 | Unknown | NRF2 CuCl 25,01 78,5
C6 | Unknown | NRF2 CuC2 25,28 78,5
C7 | Unknown | NRF2 CuD1 24,98 78,5
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C8 | Unknown | NRF2 CuD2 25,11 78,5
C9 | Unknown | NRF2 CuEl 25,13 78,5
C10 | Unknown | NRF2 CuE2 25,2 78,5
C11 | Unknown | NRF2 CuFl 25,75 78,5
C12 | Unknown | NRF2 CuF2 25,61 78.5
D1 | Unknown | P38 CuAl 27,96 77
D2 | Unknown | P38 CuA2 27,77 77
D3 | Unknown | P38 CuBl 28,48 77
D4 | Unknown | P38 CuB2 28,4 77,5
D5 | Unknown | P38 CuCl 28,85 77
D6 | Unknown | P38 CuC2 28,57 77
D7 | Unknown | P38 CuDl1 28,58 77
D8 | Unknown | P38 CuD2 28,69 77
D9 | Unknown | P38 CuEl 29,84 77
D10 | Unknown | P38 CuE2 29,85 77
D11 | Unknown | P38 CuFl1 28,54 77
D12 | Unknown | P38 CuF2 28,24 77,5
El Unknown | ACTB CuAl No Cq 79
E2 Unknown | ACTB CuA2 18,22 79,5
E3 Unknown | ACTB CuBl 18,55 79,5
E4 | Unknown | ACTB CuB2 18,75 79,5
E5 | Unknown | ACTB CuCl 18,68 79,5
E6 | Unknown | ACTB CuC2 18,34 79,5
E7 | Unknown | ACTB CuD1 17,88 79,5
E8 | Unknown | ACTB CuD2 18,01 79,5
E9 | Unknown | ACTB CuEl 18,83 79,5
E10 | Unknown | ACTB CuE2 19,17 79,5
E11 | Unknown | ACTB CuFl1 19,29 79,5
E12 | Unknown | ACTB CuF2 19,03 79,5
Fl1 Unknown | EF1A CuAl 22,81 77
F2 Unknown | EF1A CuA2 22,72 77
F3 Unknown | EF1A CuBl1 22,65 77
F4 Unknown | EF1A CuB2 22,88 77
F5 Unknown | EF1A CuCl 22,57 77
F6 Unknown | EF1A CuC2 22,61 76,5
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F7 Unknown | EF1A CuD1 22,96 77
F8 Unknown | EF1A CuD2 22,25 77
F9 Unknown | EF1A CuEl 22,69 77
F10 | Unknown | EF1A CuE2 22,85 77
F11 | Unknown | EFIA CuF1 22,9 77
F12 | Unknown | EF1A CuF2 23,04 77
Gl | NTC CYPIA No Cq 75,5
G2 | NTC HSP70 No Cq 79,5
G3 | NTC NRF2 No Cq 78
G4 | NTC P38 No Cq 77
G5 | NTC ACTB No Cq 78,5
G6 | NTC EF1A No Cq 75
Hl | Unknown | CYP1ATI 24,94 79,5
H2 | Unknown | CYP1ATI 25 79,5
H3 | Unknown | HSP70 T1 22,57 78
H4 | Unknown | HSP70 T1 23,31 77,5
H5 | Unknown | NRF2TI 26,26 78,5
H6 | Unknown | NRF2TI 26,26 78,5
H7 | Unknown | P38 Tl 27,24 77,5
H8 | Unknown | P38 Tl 27,19 77,5
H9 | Unknown | ACTBTI 18,08 79,5
H10 | Unknown | ACTBTI1 17,94 79,5
H11 | Unknown | EFIA T1 22,79 77
H12 | Unknown | EFIA T1 No Cq 75,5
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