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Abstract

The Atlantic salmon farming industry is constantly growing in Norway and if managed properly
can present a viable solution to the constantly increasing food demand resulting from staggering
human population growth. However, one of the main challenges the industry is facing are re-
curring fish viral disease outbreaks. Fish vaccination strategies, especially with multicompo-
nent vaccines, is used routinely as a prophylactic measure, but present-day fish vaccines do not
prevent viral disease outbreaks. To better understand why the effect of today’s virus vaccines
is sub-optimal and how the vaccines can be improved, the fish's cellular immune response must
be studied in more detail. As virus are obligate intracellular organisms residing inside the host
cells, the key to combating them lies within the T cell mediated arm of the immune response.
For activation of T cells, antigens are displayed on special complexes encoded by Major His-
tocompability Complex (MHC) genes. MHC genes are sub-divided into classical and non-clas-
sical genes. Salmonids have a large repertoire of non-classical MHC class I genes, divided into
6 lineages. Among these the L-lineage genes have emerged as potential early warning mole-
cules that are rapidly induced in response to both viral infections and type I interferon signaling.
This work focuses on two MHC class I L lineage genes, LIA and LGA. Here, using Chinook
Salmon Embryo-214 (CHSE)-cells that are derived from Chinook salmon (Oncorhynchus
tshawytsha) it was shown that LIA, similarly to what has been observed in Atlantic salmon is
upregulated in response to interferon stimulation and following SAV3 infection in vivo. This
reinforces a putative role of LIA in salmonid anti-viral immunity and hints at an important,
evolutionary conserved biological role. Further, Chinook Salmon Embryo-214 (CHSE)-cells
overexpressing Sasa-LGA were established. Protein isolation of membrane and cytosol proteins
from the cells, respectively, was performed, and subsequent western blots with tag specific
antibodies, showed that Sasa-LGA was predominantly found in the membrane fraction, rein-
forcing the hypothesis that these complexes have an antigen-presenting role. These cell lines
will be invaluable tools to further elucidate the functional roles of LGA and aid in the identifi-

cation of potential LGA-ligands.
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1. Innledning

1.1 Prosjektbakgrunn

Ved starten av 1800-tallet var det 1 milliard mennesker pé jorden, mens i dag, 200 ar senere,
naermere 7.9 milliarder. Denne befolkningsveksten gker presset pa verdens matproduksjon og
introduserer nye utfordringer med hensyn pa barekraftighet. For & kunne fo den raskt ekende
verdensbefolkningen ma vi utnytte havet som ressurs for matproduksjon i sterre grad i fremti-
den. Norge, med sin langstrakte kystlinje som geografisk fordel, har allerede vert verdensle-
dende pa produksjon av oppdrettsfisk i flere ér, da spesielt pa arten atlantisk laks (Salmo salar).
Oppdrettslaks er et barekraftig bidrag for 4 imetekomme det ekende proteinbehovet, da den
har en god ern@ringsmessig sammensetning, lav forfaktor, samt at produksjonen krever lite

arealforbruk og inneberer et lite karbonavtrykk.

1 1971 ble Norges forste oppdrettslaks slaktet (Misund, 2022), og i 2021 meldte Norges Sjo-
matrdd folgende: «2021 ble tidenes beste dr for norsk sjomateksport. Totalt eksporterte Norge
3,1 millioner tonn sjomat til en verdi av 120,8 milliarder kroner i fjor. Det er rekord i bdade
volum og verdi og tilsvarer 42 millioner maltider hver eneste dag — dret rundt» (Sjomatridet,
2021). Den eventyrlige veksten i laksenaringen har derimot ikke vert problemfri, og dagens
naring star ovenfor flere utfordringer. Blant disse utpeker virussykdommer seg som en av de
storste (Sommerset [ & Haukaas A, 2021), som gér kraftig utover fiskevelferden, samt forer til

store gkonomiske tap (Rodger, 2016).

Som profylaktisk tiltak blir all oppdrettslaks vaksinert, p lik linje med mennesker (Gudding &
Goodrich, 2014). Den hyppige forekomsten av virussykdommer kan imidlertid indikere at vi-
rusvaksinene ikke gir tilstrekkelig beskyttelse. For a forbedre dagens virusvaksiner er det derfor
aktuelt & sette sgkelys pa fiskens immunforsvar, og da sarlig den delen som skal bekjempe
virus, siden det fremdeles er mye som er uklart om dets mekanismer. En viktig komponent i
bekjempelsen av virus er T-celler, og for & bli aktiverte er disse kritisk avhengige av molekyler
som blir kodet av Major Histocompability Complex-gener, derav kalt MHC-molekyler. Disse
T-celleaktiverende MHC-molekylene er fremdeles lite utforsket i fisk, og ved a studere deres
funksjon nermere kan det tilegnes kunnskap som kan fore til forbedrede vaksiner i fremtiden,

slik at neringen kan fortsette & vokse, med bedre fiskevelferd.



1.2 Vaksiner i oppdrettsnaeringen i dag

For a bedre forstd hvorfor dagens virusvaksiner ikke fungerer optimalt, ma man fi et bedre
innblikk i hvordan det adaptive immunforsvaret hos fisk fungerer. Adaptivt immunforsvar er
spesifikt tilpasset det aktuelle antigenet og det gir immunologisk hukommelse. Adaptiv immu-
nitet er igjen delt i to; humoralt immunforsvar, som hovedsakelig er tilpasset bekjempelse av
extracelluleere mikrober, og cellulaert, som er ngkkelen til & kontrollere intracelluleere mikrober
(Abbas, Lichtman & Pillai, 2019). De fleste bakterier befinner seg extracellulert, og kan der-
med bli direkte gjenkjent av blant annet B-celler, som er hovedkomponenten i det humorale
immunforsvaret, og bli naturaliserte av deres antistoffer. Virus derimot, befinner seg hovedsa-
kelig intracelluleert, og gjemmer seg dermed fra antistoffer fra humorale responsen. T-celler,
som er viktig i det cellulere forsvaret, kan gjenkjenne virusinfiserte vertsceller og eliminere
disse, noe som gjor T-celler blant de viktigste bekjempelsesmekanisme mot virus (Abbas et al.,

2019).

Vaksinasjon baserer seg i all hovedsak pa & aktivere det adaptive immunforsvaret, bade den
humorale og den cellemedierte responsen, ved & utsette organismen for et kjent, men ikke-vi-
rulent antigen og la organismens immunforsvar selv starte en immunrespons. Mélet er & oppné
den immunologiske hukommelsen, slik at responstiden er kort neste gang organismen eventuelt
utsettes for antigenet. Hvordan vaksinen er oppbygd vil ha mye 4 si for den péfelgende immun-
responsen (Mondal & Thomas, 2022). Vanligste hovedkomponenter i vaksinene brukt i opp-
drettsneeringen 1 dag er inaktivert hel bakterie/virus eller subenhet av mikrobielt antigen (A.
Adams, 2019; Ma, Bruce, Jones & Cain, 2019). Felles for inaktiverte vaksiner og subenhets-
vaksiner er at de resulterer i ekstracellulere antigener ved injeksjonsstedet og dermed aktiverer
B-cellene til & produsere antistoffer. Det cellulere immunforsvaret blir derimot aktivert i

mindre grad.

I juni 2017 ble forste DNA-vaksine for atlantisk laks, og dyr forevrig, godkjent til bruk i EU,
og fikk dermed ogsé norsk markedsferingstillatelse (Legemiddelverk, 2017). Denne vaksinen
skal gi beskyttelse mot pankreas sykdom (PD), forarsaket av salmonid alfavirus (SAV). Virale
DNA-vaksiner bestdr av plasmider som koder for virale antigener. Vertens egne celler tar opp
disse plasmidene, uttrykker antigener og presenterer disse proteinene pad spesielle molekyler
som T-celler kan gjenkjenne (Ballesteros, Saint-Jean, Perez-Prieto & Coll, 2012; Liu, 2011;
Raz et al., 1996). Antigenpresentasjonen blir utfert ved overflateekspresjon av immune over-
vékningsmolekyler kalt MHC-molekyler. P4 denne méten gjor DNA-vaksiner det mulig & ak-

tivere bade det celluleere og humorale immunforsvaret.



Dokumentasjonen av effekten til DNA-vaksinen mot PD er forelopig mangelfull (Dalmo,
2018; Helvold, Myhr & Dalmo, 2014), men en DNA-vaksine mot infeksigs hematopoetisk
nekrose virus (IHNV), som er godkjent for bruk i Canada og USA har i en studie vist seg & gi
beskyttelse (Corbeil, Kurath & LaPatra, 2000). Noe som er verdt & merke seg fra denne stu-
dien er at det i vaksinert fisk, for pafelgende infeksjon med IFNV, ikke ble detektert neutrali-
serende antistoffer i dens serum, men at samme fisk viste seg & ha oppnadd beskyttelse mot
sykdommen (Corbeil et al., 2000). Dette indikerer at cellemediert immunitet, i alle fall delvis,
star for den oppnddde beskyttelsen min sykdommen (Corbeil et al., 2000). Dette gir hap for
fremtidens DNA-vaksiner, men konseptet er fremdeles relativt nytt og for & forbedre vaksi-
nene ma man derfor gjore et dypdykk i laksens immunforsvar og da hovedsakelig det cellu-
lere, og definere hvilke celler, mekanismer og komplekser, som er involvert i aktiveringen av

dette.

1.3 Immunforsvar hos teleost fisk

Som alle andre organismer har fisk medfedt immunitet og i tillegg har ekte beinfisk (teleost
fisk) en unik immunologisk evolusjoner posisjon, siden de var de forste dyrene som utviklet
RAG (rekombinasjon-aktiverende gener)-basert adaptiv immunitet, som inneberer MHC-mo-
lekyler og rekombinasjon av genene somkoder for T- og B-cellereseptorer (Bernstein, Schluter,
Bernstein & Marchalonis, 1996; M. F. Flajnik & Kasahara, 2010). Denne utviklingen regnes &
ha skjedd over en kort evolusjonar periode referert til som det immunologiske «Big Bangy»
(Martin F Flajnik, 2018; Kasahara, 1997). Fisk har altsa de samme grunnleggende byggestei-
nene for sitt adaptive immunforsvar som pattedyr (i.e sveert variable B- og T-cellereseptorer og
MHC-molekyler), men det kan imidlertid ikke antas at deres immunsystem og immunologiske
prosesser fungerer pa samme mate. Fisk har en unik anatomi, endret genetisk struktur, samt at
evolusjonen av teleost fisk er svert divergent (Glasauer & Neuhauss, 2014). Store forskjeller
mellom pattedyr gjenspeiler seg ogsa i teleost fisks kaldblodige natur, samt det faktum at de

har frittlevende larvestadier.

En viktig forskjell mellom menneskers og beinfisks immunsystem er dets organer. Menneskets
primare immunorganer, hvor forlepere til lymfocytter modnes, er beinmarg og thymus, som
gir opphav til henholdsvis B-celler og T-celler. Det er hovedsakelig lymfesystemet og milten
som utgjer menneskets sekundare immunorgan, hvor antigenpresentasjon og resulterende ak-
tivering av adaptiv immunitet foregér. Fisk derimot, har verken lymfesystem eller en hemato-

poetisk beinmarg. Det er imidlertid funnet at thymus trolig fungerer som primart immunorgan
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for T-celle modning (Bowden, Cook & Rombout, 2005; Teruyuki Nakanishi, Shibasaki &
Matsuura, 2015), samt at hodenyre trolig fungerer som primart immunorgan for B-celler
(Chilmonczyk, 1992). Det er ogsé registrert antigenpresentasjon i hodenyren (Press & Evensen,

1999), noe som gjor at den forelopig ogsa er karakterisert som sekundart immunorgan i fisk.

Medfedt immunforsvar responderer raskt, men tilpasses ikke spesifikt til det sykdomsfremkal-
lende antigenet. Reseptorene i denne delen av immunforsvaret er kodet i genomet, derav med-
fodt immunforsvar, og forblir uendret gjennom organismens levetid. Det er flere fellestrekk
mellom beinfisks og pattedyrs medfedte immunitet, eksempelvis fysiske barrierer, antimikro-
bielle enzymer, spesialiserte celler, eksempelvis makrofag-lignende celler (Grayfer,
Hodgkinson & Belosevic, 2014; Kordon, Karsi & Pinchuk, 2019; Rieger & Barreda, 2011) og
dendrittisk-lignende-celler (Bassity & Clark, 2012; Haugland, Jordal & Wergeland, 2012; Shao
et al., 2015). Beinfisk har imidlertid et sterre utvalg av menstergjenkjennelsesreseptorer
(PRR)(Jault, Pichon & Chluba, 2004; Roach et al., 2005), som er smi molekylere elementer
felles for ulike typer mikrober, eksempelvis peptidoglykan fra bakterier eller dsSRNA fra virus.

Pa lik linje med pattedyr har fisk B-celler, som utgjer viktigste komponent i humoralt forsvar.
B-celler produserer immunoglobuliner, ogsa kjent som antistoffer, som neytraliserer ekstracel-
luleere mikrober. Sammenlignet med pattedyr har de imidlertid faerre typer immunoglobuliner
(Ig)(Bilal, Etayo & Hordvik, 2021), ingen isotypebytte (Patel, Banerjee, Samanta & Das, 2018),
og B-celler utvikles og modens trolig i fiskens hodenyre, i kontrast til mennesker hvor de ut-
vikles i beinmargen og germinale sentre i lymfeknuter. Hovedkomponenten i cellulert immun-
forsvar er T-celler. Pa like linje med pattedyr har beinfisk bade konvensjonelle T-hjelpeceller,
cytotoksiske T-celler, samt ukonvensjonelle y6 T-celler (T. Nakanishi, Toda, Shibasaki &
Somamoto, 2011; Tang et al., 2021; Wan et al., 2017). I tillegg har de MHC-molekyler, men
disse kompleksene er en del av fiskens immunitet man fremdeles vet lite om. En stor forskjell
mellom mennesker og fisk er at i pattedyr ligger alle ulike MHC gener samlet pa en plass i
genomet og MHC klasse I og MHC klasse II gener er genetisk linket i MHC lokuset (Ohta et
al., 2000). Hos fisk derimot, finner vi MHC klasse I og klasse II gener pé ulike kromosomer
(Stet, Kruiswijk & Dixon, 2003), derav blir de i enkelte tilfeller referert til som MH-gener (Ma-
jor Histocompability).

En annen forskjell mellom pattedyr og beinfisks immunforsvar er deres repertoar av interfero-
ner (IFN), som er en av immunsystemets regulerende signalmolekyler. Det finnes hovedsakelig

to hovedtyper av interferoner, type I og II. Type I produseres av virusinfiserte vertsceller for a
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varsle celler i nerheten og indusere antiviralt forsvar, som er en av de forste reaksjonene til en
virusinfeksjon ((Abbas et al., 2019) Type II (IFN-y) har en viktig funksjon i det cellulere im-
munforsvaret, og aktiverer T-celler og NK-celler(Abbas et al., 2019). Serlig type I IFN er en
sveart viktig komponent i de tidlige faser av en viral infeksjon. Type I interferoner hos mennes-
ker er IFN-a og IFN-b mens atlantisk laks har seks ulike type I interferoner (IFN-a, IFN-b, IFN-
¢, IFN-d, IFN-e, IFN-f)(B. Robertsen, 2018), og dette brede utvalget av interferoner hos atlan-
tisk laks kan tyde pd at de spiller en svert viktig rolle i immunresponsen. IFN-a har flere ganger
vist oppregulering ved virale infeksjoner (Kileng, Brundtland & Robertsen, 2007; Lauksund,
Greiner-Tollersrud, Chang & Robertsen, 2015; McBeath, Snow, Secombes, Ellis & Collet,
2007) sé vell som IFN-c og IFN-d (Svingerud et al., 2012) (Chang, Jenssen & Robertsen, 2016).
Hos pattedyr vet man at type I interferoner er med pa a oppregulere uttrykket av klassiske MHC
klasse I- molekyler og studier indikerer at situasjonen i fisk er lignende (C. Xu, Evensen &

Munang'andu, 2019).

1.4 Immunovervakning

T-celler kan, i motsetning til B-celler, bare gjenkjenne peptide antigen ved at vertsceller selv
fremviser antigen pa spesielle membrankomplekser. T-celler har MHC-restriksjon, som betyr
at de er kritiske avhengig av MHC-molekyler for & bli aktiverte (Zinkernagel & Doherty,
1974), dermed spiller disse molekylene en uunnverlig rolle i aktivering av celluleer immunitet

og kampen mot virusinfeksjoner.

Det finnes hovedsakelig to typer klassiske MHC: klasse I og klasse II. MHC klasse II finnes
bare pd APC-er (B-celler, makrofager og dendrittiske celler). I motsetning til MHC klasse II,
blir klassisk MHC klasse I uttrykt pd membranen til alle nukleare celler til enhver tid. En annen
forskjell er at MHC klasse II presenterer peptider av ekstracellulert opphav, mens MHC klasse
I presenterer peptider avledet fra intracellulere proteiner. Vanligvis presenterer disse cellenes
egne peptider, men ved en virusinfeksjon vil vertsceller presentere virale antigener pd sine
MHC-molekyler til naive T-celler som har en T-cellereseptor (TCR) med hey affinitet til anti-
genet, og disse T-cellene vil da gjennomgé klonal ekspansjon (Abbas et al., 2019)

De viktigste typene T-celler er T-hjelpeceller og cytotoksiske T-celler. T-hjelpeceller aktive-

rer makrofager, samt frigjor cytokiner, som fungerer som varselsignaler til andre celler, noe
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som eker inflammatoriske responser i organismen. T-hjelpecellene uttrykker ogsa et CD4 gly-
koprotein pa overflaten som fungerer som en koreseptor, og blir derfor ogsa kalt CD4" T-cel-
ler. Cytotoksiske T-celler gjenkjenner infiserte vertsceller og dreper disse ved hjelp av cyto-

toksiske enzymer. De uttrykker koreseptoren CDS8 og blir dermed ogsa kalt CD8" T-celler. T-

celle reseptoren som blir uttrykt pé e ulike typene T-celler gjenkjenner spesifikke MHC-mole
kyler, CD8+ T-celler gjenkjenner antigener pA MHC klasse I og CD4+ T-celler gjenkjenner
antigener p4 MHC klasse II. Ved interaksjon mellom en MHC og TCR, vil TCR-en binde til
MHC-ens membrandistale domene, samt antigenet, mens CD4/CD8 koreseptoren binder til
MHC-ens a3-kjede. Modne, men ikke-aktiverte T-celler kalles naive T-celler, og disse sirku-
lerer rundt lymfesystemet i pavente av a bli presentert et antigen pd et MHC-molekyl 1 lymfe-

knutene. Dette er kjent som immunovervakning.

1.5 Rollen til MHC i T-celle utviklingen

MHC er negkkelen til aktivering av T-celler, men disse kompleksene spiller ogsa en viktig rolle
1 utviklings- og selekteringsfasen av T-celler. Rekombinasjonen av T-celle-reseptor genene
(TR) ved hjelp av RAG, kan gi opphav til tilneermet uendelig mange, unike TCR. Dette gjor at
organismen til enhver tid har T-celler med TCR med spesifisitet for omtrent hvilket som helst
antigen. Den omfattende produksjonen av tilfeldige TCR gjor at det ogsé kan oppstd TCR-er
som ikke har affinitet til vertens MHC-molekyler, eller som binder organismens egne peptider,
noe som vil fore til autoimmunitet. Det foregar derfor en grundig seleksjonsprosess i tidlige
stadier 1 T-celle utviklingen. Hos pattedyr foregar denne seleksjonsprosessen i thymusens cor-
tex og medulla. Hvorvidt fiskens thymus har samme anatomiske struktur er fortsatt diskutabelt

(Barraza et al., 2020).

I forkant av denne seleksjonsprosessen uttrykker T-cellen bade CD4 og CDS8 koreseptoren. I
thymusens cortex blir TCR-en presentert for vertens MHC klasse I og 11, der er malet at TCR-
en skal binde. Dette blir kalt positiv seleksjon. Affinitet for vertens MHC er hoyst nedvendig
for at TCR-en senere skal kunne gjenkjenne antigener pa disse senere. Merk at det i denne
sammenhengen ogsd er TCR-ens binding til MHC-en som bestemmer hvilken type T-celle
denne vil bli. Dersom TCR-en og CD4-koreseptoren binder sterkest til en MHC-klasse II blir
dette en CD4"-celle, som videre vil utvikle seg til en hjelpecelle dersom den kommer gjennom
neste selektering. Dersom sterkest binding til MHC klasse I er dette en CD8"-celle, og denne
vil dermed bli en cytotoksisk T-celle. Ingen binding, eller for sterk binding til vertens MHC

forer til apoptose. Videre migrer T-cellen til thymusens medulla, hvor den blir presentert for
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vertens egne peptider pA MHC-molekyler, der mélet er at TCR-en ikke skal binde, altsi negativ
seleksjon. Dersom TCR-emn binder her vil dette fore til at T-cellen gjenkjenner vertens egne

peptider som antigener og starte en immunrespons mot disse.

1.6 Klassisk MHC klasse |

Hvert klassisk MHC klasse I-molekyl bestar av en a-kjede som er ikke-kovalent assosiert med
et protein kalt B2-mikroglobulin(B2M). a-kjeden bestér av tre ekstracelluleere domener, al, a2
og a3, i tillegg til et kort transmembrant og cytoplasmisk domene. al- og a2-domenene pa
alfakjeden utgjor peptid-bindingssete, som kan baere peptider pa 8-9 aminosyrer(Abbas et al.,

2019). al- og a2-domenene utgjor sammen det membrandistale domenet, mens a3 utgjor det

Antigenbindingssete

iy

Membran-
distalt ) a2 al

domene

[

Membran- 3
proksimalt ] o
domene

B2M

Trans-
membrant og
cytoplasmisk
domene

Figur 1: lllustrasjon av et klassisk MHC
klasse | molekyl med alfakjeden, med
sine a1-, a2-, og a3-domener, samt et
transmembrant og cytoplasmisk do-

mene. B2M er assosiert med a3-kjeden.

membranproksimale domenet. Gulvet i peptidbin-
dingssetet, som primert bestar av ulike [3-strands, er
regionen som primert binder peptider for & fremvise
til T lymfocytter. Veggene i kloften, som bestir av
to a-helikser, er regionen som binder T-celle resept-
oren. De mest polymorfe omrddene i MHC klasse I
molekyler er lokaliserte i al- og a2-domenene 1 al-
fakjeden. I klassisk MHC klasse I antigenbindings-
sete finnes det kjennetegnende MHC klasse I peptid-
forankringsrester samlet i to grunne lommer, A og F,
plassert i hver ende av det antigenbindingssetet som
er svaert evolusjonert bevart (Bjorkman et al., 1987).
Noen av disse polymorfe egenskapene bidrar til va-
riasjoner i gulvet til peptid-binding. Andre poly-
morfe egenskaper bidrar til variasjon 1 veggene pa
MHC-en og dermed variasjon i dens evne til & binde
T-celler. a3-domene er invariant, altsa det forblir
uendret, og innehar et bindingssete for CD8 T celle

koreseptoren, men ikke CD4 (Abbas et al., 2019).
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1.7 lkke-klassisk MHC og ukonvensjonelle T-celler

Det er generelt mange likheter mellom strukturen til klassiske MHC klasse I og ikke-klassisk
MHC klasse I, derav a-kjeden med bindingssete og et transmembrant- og cytoplasmisk do-
mene. Det er derimot ikke alltid at de innehar B2-mikroglobulin eksempelvis MHC klasse 1
kjede relatert protein A og B (MIC-A og MIC-B) (Halenius, Gerke & Hengel, 2014). I motset-
ning til klassisk MHC er ikke-klassiske MHC gener som regel ikke-polymorfe. Hos pattedyr
har disse ikke-polymorfe genene blitt betegnet som ikke-klassiske MHC dersom de ligger i
MHC-lokuset, mens de som ligger utenfor MHC-lokuset blir kalt «kMHC-klasse I-lignende».
Eksempler pa ikke-klassiske klasse I-molekyler hos mennesker er HLA-E, mens CD1 og MR1
er «kMHC-klasse I-lignende» (D’Souza et al., 2019). Selv om de strukturelt ligner klassisk
MHC klasse I, har mange ikke-klassiske molekyler andre funksjoner enn peptidpresentasjon
(D’Souza et al., 2019). Videre i oppgaven blir bade ikke-klassiske MHC og « MHC-klasse I-
lignende» referert til som ikke-klassisk MHC.

I tillegg til CD4+ og CD8+ T-celler, finnes det ogsé andre, mindre utforskede, subpopulasjoner
av T-celler, ofte kalt ukonvensjonelle T-celler. Hos mennesker finnes det tre hovedgrupper av
ukonvensjonelle T-celler; naturlige dreper T-celler (NKT-celler)(Taniguchi, Harada, Kojo,
Nakayama & Wakao, 2003), mukosa-assosierte invariante T-celler (MAIT-celler)(Treiner et
al., 2003), og y6 T-celler (Treiner et al., 2003). I motsetning til klassiske MHC-spesifikke T-
celler, viser ukonvensjonelle T-celler generelt begrensede TCR-repertoarer. Hos mennesker har
man sett at ikke-klassiske MHC klasse presenterer ikke-peptider til ukonvensjonelle T-celler.
Eksempelvis presenter HLA-E deler av MHC klasse I- molekyler til NK-celler (Lee, Goodlett,
Ishitani, Marquardt & Geraghty, 1998; Lee, Llano, et al., 1998). MR1 presenter riboflavin in-
termediater til mukosale assosiert invariante T celler (MAIT-celler) og CDle presenterer
(glyko)lipid-antigener til like ukonvensjonelle aff T-celler og y6-TCR (E. J. Adams & Luoma,
2013; De Libero & Mori, 2010) (Facciotti et al., 2011).

Menneskers lipid-presenterende CD1-familie har gener for 5 ulike ikke-klassiske MHC klasse
I molekyler, CD1a, CD1b, CDlc, CD1d og CDle (Moody, Zajonc & Wilson, 2005). CD1a-d
er uttrykt pa overflaten membranen og presenterer lipider. CD1 blir trafikkerte intracelluleert
via endosomale prosesseringsveier, og blir videre spaltet til et lgselig protein(Ly & Moody,

2014).
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1.8 MHC klasse I i fisk
Béde MHC klasse I og klasse II gener er til stede 1 beinfisk (teleoster). Ved bruk av fylogenetisk

komparativ metode har MHC klasse I sekvenser blitt klassifisert i forskjellige avstamminger,
eller linjer. Man har hittil funnet seks slike linjer hos fisk; U, Z, S (Shum et al., 1999), L(Dijkstra
et al., 2007), P og nylig H (Grimholt, Tsukamoto, Hashimoto & Dijkstra, 2019). I U-linjen
finnes ett gen som koder for klassisk MHC I (UBA), samt flere ikke-klassiske gener. Man vet
sveert lite om reguleringen av klassisk MHC klasse I hos fisk, men det er imidlertid gjort en
studie med regnbueerret som viste oppregulering UBA, samt andre type I IFN gener som re-
spons pa infeksigs hematopoetisk nekrosevirus (IHNV) (Hansen & La Patra, 2002). Det er pa-
vist at klassiske MHC klasse I transkripsjoner hos fisk blir oppregulert i alt vev som respons pé

SAV3 infeksjon (C. Xu et al., 2019; Cheng Xu, Guo, Mutoloki, Haugland & Evensen, 2012).

Z, S, L, P og H-linjene koder utelukkende for ikke-klassisk MHC. U- og Z-linjen har i de fleste
tilfeller beholdt det karakteristiske peptidforankringslommer i ol og a2 -domenene til MHC
klasse I, mens S-, L- og P-linjen mangler disse lommene, noe som tyder pé at disse molekylene
binder ikke-peptid ligander, eller ingen ligand (Grimholt et al., 2015). Atlantisk laks (Sa/mo
salar L.) har gener fra alle 5 linjene (P-linjen hos laks er bare identifisert som ett partiell gen),
og har over 20 full-lengde, svaert divergerende, ikke klassiske MHC klasse I gener, noe som
gjor dem numerisk overlegne klassiske MHC klasse I (Grimholt & Lukacs, 2021). Deres funk-
sjon er i stor grad ukjent, men basert pa deres klare flertall ssmmenlignet med gener for klassisk
MHC kan tenkes at disse har en langt mer betydelig rolle i beinfiskens immunforsvar enn tid-

ligere antatt.

1.9 lkke-klassiske MHC klasse | L-linjegener

Blant linjene for ikke-klassiske MHC klasse I har L-linjen flest full-lengde gener hos laksefisk
(Grimholt & Lukacs, 2021). Felles for alle L-linjegener er mangel pa typiske peptidforankrings-
seter og en relativt hoy hydrofobisitet i ellers peptidbindende al og 02-domener (Grimholt et
al., 2015). Dette kan tyde pé at disse molekylene presentere hydrofobe ligander, eksempelvis
lipider, p4 en mate som ligner pattedyrs MHC klasse I-lignende CD1-familie (Grimholt et al.,
2015). I tillegg til at L-linjen som har flest gener for ikke-klassiske MHC hos laksefisk, er det
ogsa store variasjoner i antall L-linjegener mellom ulike arter av laksefisk (Grimholt & Lukacs,

2021). Eksempelvis har atlantisk laks 16-linjegener, mens brunerret har 25 (Grimholt &
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Lukacs, 2021). Denne store antallsvariasjonen mellom artene kan ha sammenheng med L-lin-

jegenenes funksjon.

For 4 fi bedre innsikt i laksefisks ikke-klassiske MHC klasse I, samt deres immunologiske
betydning, ma man se pa genutvalget, og i denne sammenhengen er det viktig a forstd forskjell
pa funksjonelle, partielle og pseudogener. Funksjonelle gener i full-lengde uten stoppkodon
eller mutasjoner, pseudogener har enten stoppkodon pa én eller flere plasser i genet, eller har
mistet/fétt innsatt spesifikke nukleotider som gjor at genet ikke kan bli omgjort til mRNA. For
partielle gener, finnes bare deler av genet i genomet, ofte som folge av flere mutasjoner. Atlan-
tisk laks (Sa/mo salar) har minst 16 ulike L-linjegener, hvorav 6 er funksjonelle (LDA, LCA,
LIA, LGAL, LHA, LFA), 4 er pseudogener, og 8 er enten for korte til & identifiseres (Grimholt
& Lukacs, 2021; Svenning et al., 2019).

1.10 Regulering av L-linjegener hos atlantisk laks (salmo salar) ved
SAV3-infeksjon

I en av de fa studiene gjort pa reguleringen av L-linjegener i atlantisk laks har de vist seg &
respondere noe ulikt pd patogenstimulering, noe som indikerer at de har ulike roller i forsvaret
mot patogene mikrober (Svenning et al., 2019). I denne studien ble L-linjereguleringen i ulike
organer fra atlantisk laks, infisert med SAV3 og P. salmonis kartlagt, resultatene ble sammen-
lignet med IFN type I-uttrykk i samme organer, samt at det ble gjort in vitro forsek med ulike

patogen-assosierte molekylere menster (PAMP).

Ved infeksjon med SAV3 ble det registrert en kraftig, og systemisk oppregulering av LIA tidlig
i infeksjonslepet. Videre ble det funnet at LGA og LHA ogsé ble oppregulert ved SAV3-infek-
sjon, men pa en mer vevsspesifikk mate, der begge var oppregulerte i hodenyre, med ulik kine-
tikk, samt at LHA ble signifikant oppregulert i leveren. Til sammenligning var oppreguleringen
av L-linjegenene beskjeden ved P. salmonis infeksjon. Utskillelsen av IFN-a, b og ¢ ble malt i
samme organer. Det var tydelig at ingen av interferonene ble bemerkelsesverdig oppregulert
ved P. Salmonis-infeksjon, men for SAV3 derimot, var interferonoppregulering et faktum i alle
organer (bortsett fra gjeller), noe som korresponderte med L-linjeuttrykket i samme organ. I
tillegg ble lakseceller in vitro stimulerte med polycytidylsyre [poly (I:C)] og R848, som er
virale PAMPs, samt CpG ODN, som er assosiert med bakterielle PAMPer. Det ble observert

oppregulering av L-linjegene for alle stimulanter, men mest for poly (I:C), som er en dsRNA-
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mimikk som binder atlantisk laks sin TLR 3 (Alexopoulou, Holt, Medzhitov & Flavell, 2001),
samt TLR 22 (Matsuo et al., 2008).

Resultatene fra denne studien gir oss et innblikk i hvordan L-linjegenene reguleres. Noe som
underbygger L-linjegenenes rolle som antigenpresenterende MHC-komplekser i cellulert for-
svar er den beskjedne oppreguleringen ved systemisk bakteriell infeksjon ved P-salmonis Deres
raske respons pd SAV3-viruset, samt korresponderende deteksjon av heye type I I[FN-nivaer,
gir en indikasjon pé L-linjegeners rolle i forste del av et infeksjonslep og styrker hypotesen om
at disse fungerer som tidligere varslingssignal. Det er fremdeles svert mye man ikke vet om
disse L-linjekompleksene, og da spesielt hva de eventuelt presenterer til andre celler, og hvor-
vidt de har en aktiverende effekt pa immunceller. Det er nerliggende a tro at de, med sine in
silico predikert hydrofobe bindingsseter, har en rolle i potensiell lipidpresentasjon til ukonven-

sjonelle T-celler.
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2 Problemstilling

Virusvaksinene til atlantisk laks fungerer ikke tilstrekkelig mot virussykdommene som norsk
oppdrettsnaering star ovenfor. Noe av grunnen til dette kan vere at vaksinene er bygget slik at
de i all hovedsak aktiverer det humorale immunforsvaret. Nokkelen for best mulig beskyttelse
mot virussykdommer er 4 aktivere det cellulere immunforsvaret, altsd T-cellene, som er strengt
avhengig av MHC-molekyler for a bli aktiverte. Det er derfor heyaktuelt & utforske laksens
repertoar av MHC-komplekser, hvor ikke-klassiske MHC klasse I molekyler er i klart flertall.
Blant disse ikke klassiske klasse I, har L-linjen nylig vist & ha en potensiell viktig rolle i antiviral
respons. Unikt for denne linjen er at kompleksenes bindingsseter er, in silico, karakterisert som
relativt hydrofobe, noe som indikerer at de presenterer ikke-peptider, potensielt lipide antige-
ner. Et langsiktig mal er & finne funksjonen til alle L-linjegenene, men i dette prosjektet skal vi
i all hovedsak fokusere pd LGA og LIA, da dette er de to L-linjegenene som har vist mest

respons pa viral infeksjon i atlantisk laks

For & studere proteiner og celler i immunforsvaret er spesifikke antistoffer viktig verktey. Det
finnes imidlertid fa velkarakteriserte spesifikke antistoffer for fisk, sé i dette prosjektet gjores

det et forsek pa & genere slike spesifikke antistoffer for LGA.

Hypotese: L-linjegene har en viktig immunologisk funksjon tidlig i den antivirale immunre-

sponsen, som et ikke-klassisk MHC klasse I antigenpresenterende molekyl.

Delmail

e Kartlegge reguleringen av L-linjegener i embryoniske celler avledet fra kongelaks
(CHSE-celler), ved interferon- og SAV3-stimulering.

e Designe et plasmid som koder for Sasa-LGA (samt et tag-en og et antibiotikaresistens-
gen), som translateres effektivt av cellene.

e Optimalisere transfeksjonsprotokoll for transfeksjon med CHSE-celler.

¢ Gjennomfere konfokalmikroskopi for & visualisere transfekterte celler.

e Identifisere om Sasa-LGA blir uttrykt pd cellemembranen eller i cytosol ved & gjennom-
fore proteinisolering av celler fra disse kompartmentene og videre western blot med
spesifikke tag-antistoffer.

e FEtablere stabile Sasa-LGA-uttrykkende cellelinjer.

e Undersgke om anti-LGA antistoffer produsert i kanin faktisk er spesifikke mot LGA.
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3 Material og metoder

3.1 Reagenser og utstyr

Listet 1 appendix (seksjon 9).

3.2 Vedlikehold av CHSE-214 cellelinjen

Til alle forsek i dette prosjektet ble Chinook Salmon Embryo-214 celler (CHSE-214) benyttet.
CHSE-celler er embryoniske celler avledet fra kongelaks (Oncorhynchus tshawytscha), ogsa
kjent som Chinook-laks, og ble kjopt av American Type Culture Collection (ATCC). Cellene
er adherente, og enkle & dyrke 1 laboratoriet. De ble kultivert i monolag (enkle cellelag pa bun-
nen av flasken, ikke oppa hverandre) med Leibovitz's L-15 medium (L15)(Gibco™) med 1 %
Penicillin/Streptomycin (P/S)(Gibco™), og 8 % Fetal bovine serum (FBS)(BioWest)(L-15%).
P/S hindret fremvekst av bakterier i cellekulturen, og FBS er svert naeringsrikt og blir lagt til
for & oke celleveksten. Cellene ble oppbevart ved 20°C og mediet ble byttet hver 3-4 dag. [
perioder for storre transfeksjoner, hvor det var behov for mye celler ble de kultivert med 10-12

% FBS, for a gke veksthastigheten til cellene.

Naér cellene vokste seg konfluente, ble det benyttet Trypsin-EDTA Solution (Sigma-Aldrich®),
og celler ble splittet etter behov. I forkant av trypsinering ble cellene vasket med Dulbecco’s
Phosphate Buffered Saline (PBS)(Biowest), for & fjerne FBS og dede celler. Trypsin er et en-
zym som hemmer overflateproteinene som gjor cellene adherente. Cellene vil dermed losne fra
flasken med enzymet til stede. I dette prosjektet ble det brukt 5x trypsin fra Trypsin-EDTA
solution (Sigma-Aldrich®). Trypsinet fikk virke i 3-5 minutter, til alle cellene har losnet. For &
hemme trypsinet blir det lagt til L-15*. FBS inneholder en protease inhibitor, a1 antitrypsin,

som hemmer trypsinaktiviteten. Cellene ble regelmessig splittet med nytt media i et 1:3 forhold.

I forkant av forsek ble antall celler bestemt ved hjelp av Countess™ II (Invitrogen™). Celler
ble spunnet, og resuspendert i 1-5 ml L-15*. 10 pl fra cellelosningen og 10 pul med Trypan Blue
Stain (0.4 %)(Invitrogen™) ble overfort til en 1,5-ml-tube og forsiktig mikset ved pipettering.
10 pl fra denne losningen ble overfort til cellcount-kammeret. Kammeret ble plassert i Coun-
tess™ [I-maskinen med et resulterende antallsanslag pé celler/ml. Dette ble gjort to ganger og

snittet av disse to tallene ble brukt som utgangspunkt videre.
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3.3 CHSE stimulering med rekombinant interferon

Rekombinant interferon var tilgjengelig pa laboratoriet fra tidligere arbeid. Rekombinant IFN-
a (rIFN-a) og IFN-c (rIFN-c) ble produsert i HEK293-celler som tidligere beskrevet i
(Svingerud et al., 2012), og IFNy ble produsert i E.coli som beskrevet i (Barre Robertsen,
Greiner-Tollersrud & Jorgensen, 2019). CHSE-celler ble saidd med 150 000 celler per brenn i
24-brennersbrett, og de vokste 1 L-15+ over natten til rundt 70 % konfluens. Celler ble stimulert
1 duplikat med 200 U rIFNa, 200 U rIFNb, 200 U rIFNc, 1 ng/ml rIFN-y eller kombinasjoner
med 200 U rI[FNa+1ng/ml rIFN-y, 200 U rIFNc+1 ng/ml rIFN-y og kultivert ved 20°C 1 6, 12,
24 og 48 timer for hosting. Celler vokste i media alene ble hastet pd korresponderende tidspunkt
som kontroll. Ved hesting ble media ferst fjernet fra cellene, som videre ble vasket med 1 ml
PBS for de ble samlet med 350 ul med RPL Buffer (RNeasy® Mini Kit, Qiagen) og oppbevart
ved -20°C frem til RNA-isolering.

3.4 In vitro SAV3 infeksjon av CHSE

Salmonid alfavirus subtype 3 (SAV3) (PDV-H10-PA3, fra Professor Qystein Evensen, Nor-
weigan University of Life Sciences) ble oppformert i CHH-1-celler i L-15+ med 5 % FBS ved
15°C av overingenior Guro Strandskog v/Norges Fiskerihagskole. Virus ble titrert i de samme
cellene ved hjelp av protokollen som blir beskrevet i (Strandskog et al., 2011). Det ble sadd ut
150 000 CHSE celler per brenn i 24-brennersbrett, og cellene fikk vokse natten over til cirka
70 % konfluens i L15+ media (P/S, 8 % FBS). L-15+ kulturmedia ble fjernet og erstattet med
serum og antibiotikafritt L-15 med 1 mulitiplicity of infection (MOI) av SAV3, som betyr at
forholdet mellom virioner per celler er 1:1. I kontrollbrenner ble samme medie uten virus brukt.
Dette ble inkubert i 3-4 timer, for virusmedia ble fjernet og erstattet med L-15+ 2 % FBS. Det
ble gjort uttak pa fem tidspunktet: 1 days past infection (dpi), 3 dpi, 7 dpi, 9 dpi, 12 dpi. Ved
hesting ble mediet forste fjernet fra cellene for de ble samlet med 350 pl med Quiagen cellely-
seringsbuffer (RLT buffer), som inneholder 20 pul DDT, og videre lagret ved -20 °C frem til
RNA-isolering.
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3.5 RNA-isolering

Total RNA ble isolert fra stimulerte og viralt infiserte CHSE-celler. For RNA-isolering ble
RNeasy® Mini Kit (Qiagen: katalognr.74104) benyttet, og Quick-Start Protocol RNeasy®
Mini Kit, Part 1 ble fulgt. Prever som inneholdt CHSE celler i cellelyseringsbuffer ble tint og
mikset med et 1:1 volum med 70 % etanol og overfort til RNeasy mini spinn kolonner. I tillegg
ble vask med vaskebuffer (Buffer RW1) gjennomfert. Opsjonell sentrifugering i 1 min med
nytt 2 ml oppsamlingsrer for & sikre torr membran ble gjennomfort, og avslutningsvis ble det
brukt 30 pl elueringsbuffer (RPE). Etter RNA-isolering ble RNA-konsentrasjonen (oppgitt i
pg/ul) for hver preve malt med maskinen NanoDrop 1000 Specrophotometer (Thermo Scien-
tific™), og ble videre oppbevart ved -80°C. RNA-konsentrasjonen rangerte mellom 65-190
ng/ul og alle praver hadde en OD260/280 mellom 2,05-2,19.

3.6 DNase Treatment og cDNA syntese

Hver prove ble tilsatt 1 pl DNase (stock-konsentrasjon pa 1 unit/ pl, 1 pl), 1 pl Reaction Buffer
with MgCl, for DNase I (10X) (Thermo Scientific™). Videre ble det lagt til RNA. Merk at
antall pg RNA som ble benyttet var avhengig av preven med laveste RNA-konsentrasjon, slik
at alle prover fra samme eksperiment hadde samme RNA-konsentrasjon. RNA preovenes kon-
sentrasjon varierte mellom 500 og 900 ng avhengig av det enkelte eksperimentet. Avslutnings-

vis ble det lag til Water, RNase-Free (Thermo Scientific™) opp til 10 pl.

Provene inkuberte i en PCR-maskin ved at 37 °C i1 30 minutter. Videre ble det lagt til I pL med
EDTA (0.5 M), pH 8.0 (Thermo Scientific™) og prevene ble inkuberte ved at 65 °C i 10 mi-
nutter. EDTA binder metallioner og hemmer dermed DNase-aktiviteten. Praver ble lagt pé is
og cDNA-syntese blir foretatt. For & omgjere RNA-provene til cDNA ble kitet TagMan™ Re-
verse Transcription Reagents (Invitrogen™) brukt. Det ble laget en mastermix av komponen-
tene 1 kitet (se appendix) og 10,4 ul mastermix og 9,6 ul RNA-prove inkuberte i Thermal Cycler
2720 (Applied Biosystems) pa folgende mate; 10 min ved 25 °C, 30 min ved 37 °C, 5 min pa
95 °C, og deretter 4 °C. Syntetisert cDNA ble fortynnet 1:1 med molecular grade vann og brukt
umiddelbart til qPCR eller oppbevart ved -20°C frem til videre bruk.
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3.7 Kvantitativ RT-qPCR

For a kvantifisere genuttrykk av forskjellige ikke-klassiske MHC klasse I L-linjegener, ble det
benyttet SYBR-Green basert kvantitativ PCR (qPCR) ved hjelp av Fast SYBR™ Green Master
Mix (Applied Biosystems™). Alle primere som ble brukt er listet i appendix. Elongeringsfaktor
1 o (EF1a) ble brukt som referansegen (Ingerslev, Pettersen, Jakobsen, Petersen & Wergeland,
2006) og primere spesifikke for det norske salmonid alfavirus isolatet Havl non-structural po-
lyprotein gene (nsP1) ble brukt til kontroll for vellykket virusinfeksjon (for SAV3-infeksjons-
forseket). Konsentrasjonen til alle primere var 10 pM. Duplikate prover ble satt opp i Micro-
Amp Fast 96-well Reaction Plate (0.1 mL) (Life Technologies, katalognr: 4346907). I var re-
aksjon ble det brukt 5 ul SYBRGreen 2,5 ul primermix (som bestér av lik mengde forward og
revers primer), samt 2,5 ul cDNA. Det ble lagt plastfilm over brettet for det ble vortexet og
spunnet ned i 1 min. Pregvene ble kjort i 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosys-
tems) med innstillingene Quatitative Comparative (CT) og SYBRGreen Fast.

3.8 Statistisk analyse

Ct-verdier fram qPCR analysene ble brukt til & kalkulere forandringer i uttrykket av utvalgte
gener etter [FN-stimulering og virusinfeksjon. Forst ble alle Ct-verdier for hvert individuelle
gen normalisert mot referansegenet EF 1o ACt og det relative uttrykket ble kalkulert pa fol-

gende mate:

X= Ct verdi for spesifikt primerpar
ACt=Ctx + CtEFl a
Relativt uttrykk = 2-4¢t

Fold forandring ble regnet ut ved & ta relativt uttrykk av preven (2"2%') delt p& gjennomsnittlig
relativt uttrykk i kontroll (2°4¢Y).

Alle kvantitative data var basert pd dupliserte prover, og ble analysert i GraphPad Prism 9.

Statistisk evaluering ble utfert ved bruk av Tukeys multiple sammenligningstest etter en signi-

fikant enveis ANOVA. For all analyse ble en p-verdi > 0,05 ansett som signifikant.
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3.9 Antibiotikaresistenstest- CHSE

For & komme frem til det mest effektive antibiotikumet for CHSE seleksjon ble det gjort en
antibiotikaresistenstest, og felgende antibiotikum ble benyttet; blasticidin, puromycin og G-
418. Hvert antibiotikum ble testet ved to ulike konsentrasjoner; 10 pg/ml og 100 pg/ml. L-15*
media uten antibiotika ble brukt som kontroll. Hvert antibiotikum ble testet i kvadruplikat.
CHSE-celler ble sddd med 0.25 x 10° celler, og 2 ml L-15" media i 6-brennersbrett og fikk
vokse natten over. Dagen etter ble L-15" mediet fjernet, og brennene ble tilsatt L-15" media
supplert med ulike antibiotika. Cellene ble trypsinerte, telt og farget pa fire ulike tidspunkter
gjennom forsgket. Dette ble gjort med 3-4 dagers mellomrom i en tidsperiode pa 14 dager. For
hvert tidspunkt ble det tatt ut en kontroll, en 10 ul/ml, og en 100 pl/ml-antibiotikabehandlet
brenn fra hvert antibiotikum. Brennene ble skylt med 2 ml PBS og celler ble trypsinerte med
0,5 ml 5x Trypsin. Celler ble telt med Countess™ 3 Automated Cell Counter ved hjelp av Tryp-
han Blue (Invitrogen™) farging, samt studert under mikroskop med samme fargestoff. Tryphan
Blue farger celler som er dede morkebld, mens celler som lever er lysere i farge og dermed kan
man visuelt skille mellom dede og levende celler. Cellenes morfologi ble studert under mikro-
skop og bilder ble tatt. Det ble ogsd kontinuerlig tatt bilder av cellene rett fra okularet, uten

fargestoft.

3.10 Plasmid design

For at uttrykket og pafelgende deteksjon av SasaLGA1 (LGA) skal bli optimalt er det viktig at
plasmidet har et gunstig design. Det ble benyttet to ulike plasmid design i1 dette prosjektet;
pcDNA3.1+C-LGA-eGFP og pcDNA3.1+C-LGA-Streptactin-Blasticidin. Hovedforskjellen

mellom disse var ulike epitop-tagger og ulike antibiotikaresistensgener.

Ryggraden i1 begge plasmiddesign var pcDNA3.1+C-eGFP vektoren som ble kjopt av Gen-
Script®. pcDNA3.1+C-eGFP inneholder en a Cytomegalovirus (CMV) promotor. Dette er en
sterk promotor og blir derfor mye brukt i transfeksjon (Barrow, Perez-Campo & Ward, 2006).
Promotoren skal drive uttrykket av Sasa-LGA. Etter promotoren ligger multiple cloning site
(MCS). MCS bestér hovedsakelig av sekvensene som restriksjonsgener gjenkjenner, og det er
ogsa her man setter inn genet man ensker a fi uttrykt, mellom enskede restriksjonsgen-gjen-

kjenningomrader. Sasa-LGA er plassert mellom restriksjonsgengjenkjenningomrader for re-
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striksjonsenzymene Hind 11l og BAMHI. pcDNA3.1+C-eGFP har ogsa et ampicillin resistens-
gen. Dette er nedvendig i prosessen med & oppformere plasmidet gjennom plasmid-transforma-
sjon (Se seksjon 3.11). pcDNA3.1+C-eGFP har ogsa en annen promotor fra Simian Virus 40

(SV40) som driver uttrykket av et resistensgen mot antibiotikumet neomycin.

pcDNA3.1+C-LGA-eGFP-plasmidet ble designet med et full-lengde Sasa-LGA (som innehol-
der ledersekvensen til alfakjeden, det transmembrane og cytoplasmiske domenet) klonet i
samme leseramme som Enhanced Green Fluorescent Protein (eGFP)-taggen. Fordelen med
eGFP er at man kan bruke dette som et hjelpemiddel til & bestemme om proteinet blir uttrykt,
og ogsa hvor i cellen proteinene befinner seg. Det finnes kommersielle monoklonale antistoffer
til eGFP, noe som gjor det lettere & detektere Sasa-LGA-eGFP-komplekset ved en western blot.
Sasa-LGA er 42,8 kDa og eGFP er 26,9 kDa noe som resulterer i ett Sasa-LGA-eGFP fusjons-
protein pa 70,85 kDa. pcDNA3.1+C-LGA-Streptactin-Blasticidin skiller seg fra pcDNA3.1+C-
LGA-eGFP ved at det inneholder full-lengde LGA i leseramme med en kort glycin-linker og
Twin Strep-Tactin Il tag (strep-tag), etterfulgt av to stoppkodon. Strep-taggen er 3,23 kDa, noe
som resulterer i et kompleks pa 45,53 kDa. Dette genet inneholder ogsa et resistensgen for
blasticidin, i stedet for neomycin. Merk at eGFP-taggen er en del av ryggraden til
pcDNA3.1+C-eGFP, men i pcDNA3.1+C-LGA-Streptactin-Blasticidin plasmidet har vi satt to
stoppkodon fremfor eGFP.

3.11 Plasmid transformasjon og isolering

For & oppformere plasmidet ble Stellar™ Component Cells (Takara) brukt i henhold til produ-
sentens protokoll. Stellar celler er en Escherichia coli (E. Coli) HST08 stamme som gir hay
transformasjonseffektivitet. Kort forklart ble 5 ng plasmid DNA inkubert med 50 pl med Stellar
Competent Cells 1 30 minutter pa is, etterfulgt av 45 sekunder varmesjokk ved 42 °C. Dette
varmesjokket gjor membranen mer los og dermed blir det mulig for plasmidet & trenge inn i
bakterien. Umiddelbart etter varmesjokket ble 500 pul SOC media lagt til plasmid/bakterie-
mixen etterfulgt av en 30 minutters inkubering ved 37°C for miksen ble platet ut pa agarplater
bestdende av Lysogeny Broth (LB) og ampicillin (AMP) og inkubert ved 37 °C over natten.

Ampicilinkonsentrasjonen i agarplatene ble laget med 100 pg/ml.

Pafolgende dag ble bakterier fra én enkelt koloni pé platen overfort til kolbe med 25 ml LB
AMP og dette fikk sta pa risting ved 37 °C natten over, etterfulgt av gjennomfering av plasmid
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isolering med GenElute™ Endotoxin-free Plasmid Midiprep Kit (Sigma-Aldrich®). Her ble
selve plasmidet isolert fra cellekomponenter, samt eventuelle endotoksiner og kontaminanter.
Kort forklart ble LB media ferst spunnet ned i sentrifuge og den resulterende cellepelleten ble
resuspendert og cellene lyserte, slik at plasmidet ble fritt, losningen ble behandlet med en-

dotoxin-removal solution og videre ble vart DNA-plasmid isolert i en kolonne.

Det ble gjort enkelte unntak fra fra GenElute™ Endotoxin-free Plasmid Midiprep Kit-protokol-
len. Det forste som ble gjort var & legge til 3 ml med Column Preparation Solution ti kolonnen,
og den ble ikke spunnet for den skulle bli brukt videre. Dette var for & gi kolonnen tilstrekkelig
tid til 4 bindes. For & f4 maksimal plasmid-konsentrasjon ble det anvendt to ulike tiln@rminger.
Ved plasmid-isolering med pcDNA3.1+C-LGA-eGFP ble det brukt en to-trinns eluering, forst
ble det lagt til 300 ul med endotoksinfritt vann, preven ble spunnet og flow-throughen ble opp-
samlet. Videre ble det lagt til ytterlige 200 pul med endotoksinfritt vann og den resulterende
flow-throughen ble oppsamlet. Ved plasmid-isolering med pcDNA3.1+C-LGA-Streptactin-
Blasticidin ble det lagt til 500 pl med endotoksinfritt vann som var oppvarmet til 65 °C. Plas-
mid-isolatene ble oppbevart ved -20 °C.

3.12 Plasmid fordoyelse

For & verifisere at Sasa-LGA er til stede 1 plasmidet benyttet vi oss av plasmid-fordeyelse, som
baserer seg pé utnyttelsen av restriksjonsenzymer som spalter DNA ved spesifikke basesekven-
ser. Dermed vil Sasa-LGA-genet bli fritt fra resten av plasmidet, og plasmidet er ikke lenger
sirkuleert formet, men lineart. Videre kjorer man preven i en agarosegel. DNA er negativt ladet
og vil dermed bevege seg mot positivt ladet side av gelen. Mindre molekyler vil bevege seg

raskere og DNA blir dermed sortert etter ulik lengde i en slik gel.

1nug pcDNA3.1+C-LGA-Streptactin-Blasticidin, 1U med Hind III og BAMH1 (Thermo Scien-
tific™), samt 10x Fast Digest Buffer (10X)(Thermo Scientific™) med et totalt volum pa 20 pl
ble inkubert i 37 °C i1 30 minutter. Det ble lagt til 4 pl med storrelsesmarkeren GeneRuler
Express DNA Ladder (Thermo Scientific™), og prevene ble kjort pa 1 % agarosegel. Agarose-
korn (TopVision Agarose) (Thermo Scientific™) ble oppleste i mikrobelgeovn og avkjelt i 10
minutter. Det ble tilsatt 5 ul med ethidiumbromid, som farger nukleinsyrer, og dermed mulig-
gjor visualisering av disse. Provene ble kjort pd 125 volt i 20-25 minutter og visualiserte i ma-

skinen VWR® Smart3 (VWR™ Collection).
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3.13 Transfeksjon

Under en transfeksjon blir fremmed DNA, ofte i form av er sirkulaert plasmid, fert inn i en celle.
Formalet er & fa cellen til & uttrykke genene i plasmidet. I dette prosjektet var hovedmalet med
transfeksjonen & f& CHSE-celler til & uttrykke Sasa-LGA. Cell Line Nucleofector™ Kit T
(Lonza), samt maskinen Amaxa™ Nucleofector™ II (Lonza) ble benyttet til transfeksjon i dette

prosjektet.

CHSE-celler vokste i L-15+ til 80-100 % konfluens, og ble trypsinerte og pelletert ved sentri-
fugering i 5 min ved 200 g. Antall celler i proven ble bestemt ved hjelp av Countess™ II (Invi-
trogen™), og celler per transfeksjon varierte mellom 2-4 millioner (se appendix). @Insket antall
celler ble fordelt i ror, spunnet pad 200 g i 5 minutter og supernatanten ble fjernet. For hver
transfeksjon ble det forberedt en mix med 100 ul Nucleofector™ Solution T og 1100 ng plas-
mid. Dette ble lagt til cellene, resuspendert og celler, plasmid og Nucleofector™ Solution T ble
overfort til kyvette. For selve transfeksjonen ble program 20 tatt i bruk. Transfeksjon er hardt
for cellene og de ble behandlet ekstra forsiktig i dagene etter en transfeksjon. Kulturmediet ble

byttet etter 24 timer.

3.14 Konfokalmikroskopi

Gjennomferingen av konfokalmikroskopi ble assistert av phD-kandidat Miroslav Bobrik.Ved
konfokalmikroskopi ble CHSE-celler transfekterte med pcDNA3.1+C-LGA-eGFP-plasmidet
og cellene ble sadd i 6-brennersbrett med dekkglass i bunnen. Etter 48 timer ble mediet i bron-
nen forsiktig fjernet. Dekkglasset med celler festet péd seg ble deretter fiksert ved hjelp av for &
stoppe nedbryting av cellene og fryse cellulere proteiner og subcellulere strukturer. Fo ra fik-
sere cellene ble de inkubert med 4 % paraformaldehydlesning fortynnet i PBS i 20 minutter
etterfulgt av 0,2 % (v/v) Triton X-100 i 10 minutter. Videre ble cellene forsiktig skylt med PBS
for & fjerne fikseringsmiddelet. De fikserte adherente cellene ble deretter montert omvendt pa
glass-sliden ved & bruke Antifade-monteringsmiddel inkludert DAPI for & farge cellekjernene
(ProLong Diamond Antifade Mountant with DAPI, Thermofisher Scientific™) og sliden ble

videre forseglet.

For visualisering via konfokal laserskanningsmikroskopi, ble glassplaten plassert pa objektiv-

bordet i invertert posisjon og skannet ved bruk av passende kombinasjon av lasere, barrierefiltre
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og dikroisk speil (For GFP/TRITC, laserkombinasjonen: Ar488 nm+HeNe543 nm; barriere fil-
tre: BAS10IF+BAS30RIF for kanal 1, BAS65IF+BAS590 for kanal 2; dikroisk speil:
DM488/543). Bildene av de transfekterte cellene inkluderer gronn farge fra eGFP og blé for

kjernefarging.

3.15 Protein-isolering

For protein-isolering ble Mem-PER™ Plus Membrane Protein Extraction Kit (Thermo Scien-
tific™ benyttet. 3 dager post transfeksjon ble celler ble overforte til 15-ml-tuber, og ble pelletert
ved sentrifugering 1 5 min pa 300 g. Det ble lagt til 3 ml Wash Solution, og cellene ble resus-
pendert ved forsiktig pipettering. Celler ble spunnet pa 300 g i 10 minutter. Det ble igjen lagt
til Wash Solution og cellene ble resuspendert i dette. Lasningen ble overfert til et 2-ml-ror og

ble igjen spunnet pd 300 g i 10 minutter. Supernatant ble kastet.

Det ble lagt til 100 pl permeabiliseringsbuffer per 1 million celler og preven ble vortexet, et-
terfulgt av 10 minutter inkubering pa 4°C. Videre ble proven sentrifugert pa 16, 000 g ved 4°C,
og supernatanten overfort til egen tube (merket cytosolisk protein-lysat), mens pelleten forelo-
pig ble lagt pd is. Det ble lagt til Halt™ Protease Inhibitor Cocktail (100x) (Thermo Scienti-
fic™) til det cytosoliske protein lysatet. Merk at dette er en 100x inhibitor og den ble fortynnet
slik at den passet volumet i proteinproven (1x). Dette ble vortexet og alikvotert. 40 ul med
solubiliseringsbuffer per 1 million celler ble lagt til cellepelleten (membran fraksjon) og videre
inkubert pa is 1 30 minutter, med vortexing hvert femte minutt. Videre ble den igjen spunnet pa
16, 000 g ved 4 °C. Supernatanten (‘“membrangst protein-lysat") ble pipettert over i ny 1.5 ml
sentrifugerer. Det ble lagt til protease inhibitor. Alle proteinlysat ble alikvoterte, for & hindre

protein degradering ved gjentagende tining, for de ble fryst til -20 °C inntil videre bruk.

3.16 SDS-polyakrylamid gelelektroseforese (SDS- PAGE)

Protein-isolatene ble kjort i SDS-PAGE for & separer proteinene etter storrelse. Protein isolater
ble tint pa is og det ble mikset med 4x sodium dodecyl-sulphate (SDS). SDS bryter opp protei-
nene, gir dem negativ ladning til aminosyrene, og proteinene blir denaturerte. Proteinproven
ble varmet pa 70 °C i 10 min. Preven ble spunnet i 2 min pa 200 X g. NuPAGE 10 % Bis-Tris
Gel ble brukt til separering i en Mini Gel Tank. Fortynnet Novex™ Tris-Glycine SDS Running
Buffer (10X) (Invitrogen™) ble helt i geltanken til det dekket gelen fullstendig. 40 ul protein-

lysat med SDS ble overfort til gelbrenner, samt 3-5 ul marker til en eller flere brenner. Det ble
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brukt 3 ulike markerer i dette prosjektet SeeBlue™ Plus2 Pre-stained Protein Standard (Invi-

trogen™), Chameleon® Duo Pre-stained Protein Ladder (LI-COR®) og MagicMark™ XP

Western Protein Standard (Invitrogen™). Pravene ble kjort pa 120 volt i 80-100 minutter.

3.17 Western blot

Separering av proteiner ved SDS-Page ble etterfulgt av de-
teksjon av protein av interesse ved western blotting. I for-
kant av western blotten ma proteiner overfores til et nitro-
cellulosepapir. Feolgende komponenter ble lagt i blet i
NuPAGE™ Transfer Buffer (20X)(Invitrogen™) i forkant
av blotting; 4 filterpapir, 4 filterpad, 1 nitrocellulosemem-
bran og gelen. Proteinene ble overforte fra gelen til nitro-
cellulosemembranen ved & benytte maskinen PowerPac
200 Electrophoresis Power Supply (Bio-Rad) pa 25 volt i
120 minutter i kjolerom (4°C). Membranen ble deretter
skylt med TBST, etterfulgt av inkubering i 10 ml Super-
Block™ (TBS) Blocking Buffer (Thermo Scientific™), i 2
timer i romtemperatur. Direkte etterfulgt av inkubering i
blokkeringsbuffer og primert antistoff i 1 time romtempe-
ratur for det ble satt over pa risting i kjelerom (4°C) over
natten. Liste over antistoffer i appendix. Etter inkubasjon
ble vask gjennomfert. Selve vasken innebar at nitrocellu-
losepapiret ble skylt tre ganger med TBST (Bestdende av
TBS tilsatt 1 % Tween20® (Sigma-Aldrich ®)) og videre
satt pa risting i 5 minutter, 15 minutter i TBST og avslut-
ningsvis 5 minutter i TBS. Videre ble membranen ble in-
kubert med sekundere antistoffer i 2 timer. Vask ble gjen-
nomfert som beskrevet over. Nitrocellulosepapiret ble lof-
tet over pa terkepapir. Deteksjon ble gjort ved at nitrocel-
lulosemembranen ble scannet i en fluorescensmaskin der

det sekundere antistoffet ble detektert.

Fluorofor

//Geit anti-mus

N

I Mus anti-GFP

GFP

Nitrocellulosepapir

Figur 2: lllustrasjon av prinsippet
bak visualisering av malprotein ved
hjelp av antistoffer i Western Blot.
Malprotein, her; SasaLGA-GFP, er
festet til nitrocellulosepapir, hvorpa
primeert antistoff, mus anti-GFP, bin-
der og falgelig geit anti-mus assosi-
ert med en fluorofor som muliggjor

visualisering av malprotein.
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3.18 Etablere stabile cellelinjer som overuttrykker Sasa-LGA

Det ble gjort flere forsek pa & finne optimal konsentrasjon av blasticidin til 4 vedlikeholde sta-

bile-cellelinjer transfekterte med pcDNA3.1+C-LGA-Streptactin-Blasticidin.

3.18.1 Forsek 1

Det ble gjort 3 transfeksjoner med pcDNA3.1+C-LGA-eGFP med 4 millioner celler per trans-
feksjon der hver transfeksjon ble fordelt i 6-brennsersbrett. Det ble ogsd gjort mock-transfek-
sjon med tilsvarende antall celler, altsa vanlig transfeksjon bare at det ikke ble lagt til plasmider.
Samme antall ikke-transfekterte celler ble sddd (for kontroll). 3 dager etter transfeksjonen ble
celler tilsatt media med henholdsvis 5 pg/ml og 10 pg/ml blasticidin, samt L15+ (for negativ
kontroll). Cellene fikk vokse ved disse konsentrasjonene i 2 uker, og ble visuelt observert i

mikroskop hver tredje dag.

3.18.2 Forsok 2

4 transfeksjoner med 2 millioner celler ble fordelt i 2 brenner (6-brennersbrett). Etter 3 dager
ble celler fra hver transfeksjon tilsatt media med 0.01, 0.5, 0.7 og 1 pg/ml blasticidin og ble
inkuberte med disse konsentrasjonene i 14 dager, hvor mediet ble byttet hver tredje-fjerde dag.
Videre ble antibiotikakonsentrasjonen i disse forhayet fra 0.01, 0.5, 0.7 og 1 pg/ml blasticidin
til henholdsvis 1, 2.5, 5 og 7 ng/ml. Celler ble visuelt observert i mikroskop hver tredje-fjerde
dag i 14 dager.

3.19 Produksjon av polyklonale Sasa-LGA antistoffer

For a lettere kunne studere Sasa-LGA 1 dette prosjektet og i fremtidige prosjekt, ble det bestilt
polyklonale antistoffer for Sasa-LGA. Polyklonale antistoffer blir produsert av dyr, typisk mus,
kanin eller geit, ved at disse blir immunisert med epitop fra protein av interesse. Merk at po-
lyklonale antistoffer er antistoffer mot samme antigen, men produsert av ulike B-celler, og kan
dermed vere av ulike epitopspesifisitet, mens monoklonale antistoffer kommer fra en enkelt

isolert B-celle, og er dermed helt identiske.

LGA-antistoffene benyttet i dette prosjektet ble leverte fra Agrisera®, som immuniserte en ka-
nin med et 13 aminosyrer langt peptid: YRGOHITKTKDDE. Dette peptidet er spesifikt til

Sasa-LGA og er lokalisert i antigenbindingssetet ved starten pa alfa 2 helixen. For 4 unngé
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potensiell kryssreaktivitet ble den utvalgte peptidsekvensen sammenlignet med atlantisk laks
sitt genom (Saalv3: GCA 905237065.2) ved hjelp av tBLASTx, med det formdl & unnga a
immunisere med et peptid som det finnes svert like sekvenser til i andre ikke-klassiske MHC
klasse I gener. For & fasilitere konjugasjon med keyhole limpet hemocyanin (KLH), som blir
brukt som barerprotein i produksjon av antistoffer, og som skal veere med pa & gke vertens
immunrespons mot antigenet er det lagt til et cystein pa slutten av SasaLGA-peptiden, noe som

resulterer i en 14 aminosyrer langt peptid, som immuniseringsprosessen.

Individet (kaninen) som gjennomgér immuniseringen blir referert til som RSAM (rabbit-SAM).
For immuniseringen startet ble det samlet serum fra RSAM (28.06.21), som blir referert til som
RSAMO videre i oppgaven. Dette er nyttig ved fremtidige undersekelser med antiserumet for a
kontrollere at organismens serum ikke inneholdt antistoffer som binder uspesifikt til mélprotei-
ner for immuniseringen var begynt. 27.08.21 ble individet immunisert med 200 pg +FCA,
23.09.21 med 200 pg +FIA, og videre ny dose 21.10.21 med 100 pg +FIA. Etter disse tre im-
muniseringene ble det igjen tappet serum 01.11.21. Dette serum blir referert til som RSAM1
videre i oppgaven. Til slutt ble kaninen igjen immunisert med 100 pg +FIA den 18.11.2021, og

avslutningsvis tappet serum, som blir referert til som RSAM2 (se immuntimeplan i appendix)

Ved produksjon av polyklonale antistoffer blir organismen vaksinert med en dose med antige-
ner (i denne sammenheng SasalL.GA-epiotpen), samt Freund’s adjuvant, som i sin komplette
form inneholder en olje og inaktiverte mykobakterier (FCA), for & eke immunresponsen i or-
ganismen(Lindblad, 2000). Adjutanten i sin ukomplette form mangler mykobakterielle kompo-
nenter (FIA), og bestir dermed bare en oljelosning. Merk at forste dose inneholdt FCA, mens

resten var FIA.
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3.20 1gG-Antistoffrensing

Som beskrevet i1 seksjon 3.19 ble RSAM-antistoffene levert i helt serum. Serum inneholder
utallige proteiner i tillegg til antistoffer, som kan gi bakgrunn og feilkilder i en western blot.
Derfor er antistoff rensing nedvendig & gjennomfoere for & fa best mulig resultat. En slik rensing
gjores ved & benytte seg av agaroseperler dekket med protein A, som er bakterielle proteiner
som binder sterkt til Fc-regionen til antistoffer (Hober, Nord & Linhult, 2007), dermed kan man

bruke disse til & hente antistoffer fra en serumlesning.

Til antistoffrensingen ble Pierce™ Protein A IgG Purification Kit (Thermo Scientific™) be-
nyttet. Antistoffrensing for total kanin-IgG fra serum RSAM2. Det ble brukt 1 ml med protein
A til agaroseperlene, samt 3 ml med serum som ble tint over natten. Protein A kolonnen ble
ekvilibrert ved hjelp av gravitasjonsflow. Det ble lagt til 10 ml med bindingsbuffer fra kitet
(Protein A IgG Binding Buffer), som fikk drenere gjennom kolonnen. Merk at membranen i
kolonnen aldri mé vere torr, og lokket ma derfor tas pd nar det er rundt 0.5 ml igjen.

Serum ble fortynnet i 20 ml fortynningsbuffer (som folger med kitet). Fortynningsbuffer ble
filtrert for bruk. Fortynnet serum og agaroseperler fra kolonne ble overfort til samme 50 ml
tube, og inkubert pd risting 1 2 timer ved romtemperatur. Etter inkubering ble agaroseperler og
serum overfort tilbake i kolonnen, som videre ble vasket med 15 ml buffer (Protein A IgG

Binding Buffer).
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Figur 3: Enkel illustrasjon av antistoffers struktur og hvordan disse blir isolerte fra andre pro-
teiner ved antistoffrensing. A) Strukturen til IgG-antistoff med en Fab-region og en Fc-region,
der sistnevnte binder Protein A pa agaroseperlene. B) Etter at serum og agaroseperler har
vert pa risting i 2 timer vil antistoffenes Fc-region veere festet til Protein A pa agaroseperlene.
Nar dette overfares til en kolonne med et filter, som agaroseperler ikke kommer gjennom, vil
serumproteiner sive gjennom filteret, mens antistoffene blir holdt igjen av agaroseperlene. C)

Det tilsettes elueringsbuffer og antistoffene elueres og samles i elueringsfraksjoner.
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I forkant av eluering ble 10 stk 1,5-ml sentrifugeringstuber, med 50 pl med 1M tris pH 9.5 eller
100 pl med bindingsbuffer, klargjort og lagt pa is. Flere elueringsisolater ble samlet ved a legge
til 10 ml elueringsbuffer (IgG Elution Buffer) til kolonnen og samle 1 ml i 1,5 ml sentrifuge-
ringstubene som ble klargjorte pa forhdnd. Umiddelbart etter eluering ble tubene vendt forsiktig
rundt for & stabilisere pH. Totalt proteininnhold i prevene ble estimert ved NanoDrop, og for &
verifisere selve antistoffrensingen, samt elueringen av kanin IgG, ble en liten mengde fra hver
elueringsprover analysering i SDS-PAGE (beskrevet i seksjon 3.16) og videre westernblot (som
beskrevet i seksjon 3.17) med det sekundare antistoffet IRDye® 680RD Goat anti-Rabbit IgG
Secondary Antibody (H+L).

3.21 Databasesgk og sekvenssammenstilling

Nukleotidsekvensen som tilsvarer Sasa-LGA-immuniseringspeptidet (YRGOHITKTKDDE),
pluss 150 flankerende nukleotider, ble brukt til & seke i chinook-laksegenomet (Oths_v2.0 Gen-
Bank assembly accession: GCA 018296145.1) for & matche sekvenser ved hjelp av BLASTn-
verktoyet og innstillingene. BLASTn er en algoritme som brukes i bioinformatikk for & seke
nukleotiddatabaser som ved a bruke kjente nukleotidsekvenser identifiserer lignende sekvenser.
Ved bruk av de diskontinuerlige megablast-innstillingene for & identifisere mer ulike sekvenser,
ble det funnet fem matcher. Nar disse nukleotidsekvensene ble funnet ved brukt av BLASTn-
algoritmen, ble de oversatt til aminosyrer ved hjelp av oversettelsesverktoyet Expasy

(https://web.expasy.org/translate/). Nukleotidsekvensene og aminosyresekvensene ble deretter

sammenlignet ved & bruke programmet Clustal Omega (https:/www.ebi.ac.uk/To-

ols/msa/clustalo/).
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4 Resultat

4.1 Ikke-klassisk MHC klasse | uttrykk i CHSE er ulikt indusert

av type | and type Il interferoner

Tidligere analyser av Oncorhynchus tshawytscha har identifisert 16 L-linjegener i kongelaks,
blant disse ble 8 klassifisert som enten full-lengde funksjonelle eller full-lengde pseudo-gener,
og de gjenstdende ble klassifisert som partielle gener (Grimholt & Lukacs, 2021). For & kart-
legge L-linjeuttrykket i CHSE-celler (avledet fra Chinook Salmon embryoniske stamceller) ved
interferonstimulering ble disse cellene stimulerte i duplikat med IFN-a, IFN-b, IFN-c, IFN-y+
a, IFN-y+c og media (negative kontroller). Det ble gjort uttak 6, 12, 24 og 48 timer etter stimu-
lering (hpi). Videre ble det foretatt RNA-isolering og cDNA-syntese med pafelgende qPCR.
Det ble brukt primere for de fire av de potensielt funksjonelle L-linjegenene i CHSE; LIA,
LDA, LCA og LNA. Det ble ogsa designet og brukt primere spesifikke for LGA1, selv om dette
er klassifisert som et pseudogen. I Onts-LGA1 er det bare en nukleotid substitusjon som resul-
terer 1 ett stoppkodon og som karakteriserer det som et pseudogen 1 in silico analyser, men det
er mulig at dette er resultatet av en sekvenseringsfeil og at LGA1 kan bli uttrykt. Resultater

sees 1 figur 4.
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Figur 4 (figurtekst neste side 35)
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Figur 4: Fold forandring av LIA i CHSE-celler stimulert med 200 U rekombinant (r) IFN-a, rIFN-
b, rlFN-c, 10 ng/ul IFN-g eller i kombinasjon med rIFN-g+ rIFN-a, IFN-g+c ved 6, 12, 24, og 48
timer etter stimulering (hpi). Data for genuttrykk ble normalisert mot referansegenet EF1a og
fold forandringer ble kalkulerte ved hjelp av kontroll-CHSE-celler stimulert med media alene
0g hagstet ved samme tidspunkter. Dataene vist her representerer resultater fra duplikate prg-
ver og standardavvikene er vist. Merk at for praover stimulerte med enten rIFN-g eller rIFN-
g+rlFN-a som ble hgstet etter 48 timer er dataene i figuren fra en enkelt prgve. Asterisks indi-

kerer graden av signifikans mellom de indikerte tidspunkter. *p < 0.05, **p < 0.01.

I ustimulerte CHSE-celler ble ikke uttrykk av verken LCA, LDA, LNA eller LGA1 detektert,
mens LIA ble uttrykt ved lave nivaer (Ct verdier 35,4-35,5). Utenom LIA ble ingen av de andre
L-linjegenene oppregulerte ved interferonstimulering. LIA blir oppregulert, om enn ikke med
statistisk signifikans og med stor variasjon mellom prevene, etter 24 timer ved IFN-a og IFN-
b, men ikke av IFN-c stimulering. I kontrast til dette blir LIA uttrykket oppregulert tidligere,
ved 12 timer post-stimulering i respons péd r[FN-y. Denne induksjonen sees ogsa ved kombina-
sjonene rIFN-y/rIFN-a og rIFN-y/rIFN-c. Mest oppregulert med kombinasjonen rIFN-y+rIFN-
a, som etter 12 timer resulterer i en 11 ganger fold forandring, sammenlignet med ustimulerte
celler, men ogsé IFN-kombinasjonen IFN-y+c gir en signifikant oppregulering, med en fold

forandring pa rundt 5 etter 12 timer.

4.2 lkke-klassiske MHC klasse | L-linje genuttrykk i CHSE-celle-
linjer (avledet fra kongelaks) er induserte av SAV3 infek-
sjon

For a kartlegge hvorvidt L-linjegener blir oppregulert ved SAV3-infeksjon ble CHSE-celler

infiserte med SAV3-virus ved 1 MOI. 150 000 celler ble sddd i kvadruplikat pa 24-brenners-

brett og det ble gjort uttak etter 3, 7, 9, 12 dager etter infeksjon (dpi). Videre ble det foretatt

RNA-isolering og cDNA-syntese med péafelgende qPCR. Her ble primere for LIA, samt viralt

non structural protein (nsP1) og Mx'4, brukt. nsP1 er primer for et gen kodet i SAV3-viruset

(Hodneland & Endresen, 2006) og ble brukt for & bekrefte virusinfeksjon. Mx"z er primere for

et Myxovirus-resistensgen (Mx) 1 og 2, som er en antiviral GTPase, som blir indusert av type

I IFN og virusinfeksjon, og er bevist oppregulert ved rIFN-a til stede (Robertsen, Greiner-Tol-

lersrud & Jergensen, 2019), og som dermed verifiserer at celler har reagert pa viruset ved a

initiert en anti-viral respons.
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Figur 5: CHSE-celler infiserte med 1 MOl SAV3-virus, som er hastet etter 3, 7, 9 og 12 da-
ger. Data for genuttrykk av Mx1/2 og LIA ble normalisert mot referansegenet EF1a og fold
forandringer ble kalkulerte ved hjelp av kontroll-CHSE-celler stimulert med media alene og
hgstet ved samme tidspunkter. Asterisks indikerer graden av signifikans mellom de indikerte
tidspunkter. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p<0.0001

Det er tydelig at det har skjedd en vellykket SAV3-infeksjon. Siden nsP1 et SAV3-gen og der-
med ikke er til stede i uinfiserte kontroller, kan det ikke bergenes fold forandring mot kontroller,
og dermed er tallene for nsP1 oppgitt i Ct-verdier. Videre fremkommer det ogsa at SAV3 in-
feksjonen har indusert en anti-viral respons i CHSE-cellene siden Mx)2-genet er oppregulert.
Korresponderende med Mx"2 har ogsé LIA blitt gradvis oppregulert, med en topp 9 dager etter
infeksjon med en fold forandring pd over 4. Nspl detekteres 3 dager etter infeksjon, og eker

gradvis pa dag 7 og 9, og synker litt ved dag 12.
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4.3 Overuttrykk av atlantisk laks (Salmo salar) LGA-eGFP-fu-
sjonsprotein (SasaLGA-eGFP) i CHSE-celler

For a etablere CHSE-cellelinjer med overuttrykk av Sasa-LGA og videre bruke disse cellene
som verktey til 4 undersoke funksjonen til LGA, ble et Sasa-LGA-plasmid (pcDNA3.1+C-
LGA-eGFP) med eGFP-tag, transfekterte inn i CHSE-celler ved nukleofeksjon. Transfekterte
celler ble undersokte ved fluorescensmikroskopi og western blot. For & fastsld hvor i cellen
LGA-proteinet er lokalisert ble cellens proteiner fraksjonert til cytosol-og membranisolater,
som videre ble brukt i western blot sammen med anti-GFP monoklonalt antistoff.
pcDNA3.1+C-LGA-eGFP- plasmidet inneholder en full-lengde Sasa-LGA, som ogsa omfatter
ledersekvensen til det cytoplasmiske domenet (42,8 kDa) og er klonet i samme leseramme som

eGFP (26,9 kDa), som resulterer i et fusjonsprotein med en anslatt sterrelse pa 70,85 kDa.

Plasmid transformasjon og isolering av pcDNA3.1+C-LGA-eGFP-plasmidet ble gjennomfert.
I et forsek pa a oppné hey plasmid-konsentrasjon ble det gjort to elueringer av plasmidet. Plas-
mid-isolatene fra forste og andre eluering hadde en DNA-konsentrasjon pd henholdsvis 398,1
ng/ul og 213,3 ng/ul. Forste plasmid-isolat (398,1 ng/ul) ble benyttet i alle transfeksjoner med
pcDNA3.1+C-LGA-eGFP-plasmidet. For & optimalisere uttrykket av Sasa-LGA ble det foretatt
flere transfeksjoner med ulikt antall CHSE-celler og flere protein-isoleringer med varierende
konsentrasjoner av permeabiliseringsbuffer og/eller solubiliseringsbuffer ble gjennomferte i
forkant av deteksjonen av Sasa-LGA, samt antistoff-konsentrasjoner. Oversikt over transfek-
sjoner og antall celler benyttet vises i appendix. Alle transfeksjoner ble gjort med Amaxa™

Nucleofector™ II (program 20), og celler ble hostet tre dager etter transfeksjon.

Ved hjelp av Mem-PER™ Plus Membrane Protein Extraction ble det ble gjennomfert protein-
isolering av membranproteiner og cytosolproteiner fra celler transfekterte med pcDNA3.1+C-
LGA-eGFP-plasmidet. Det er hovedsakelig permeabiliseringsbuffer og solubiliseringsbuffer
som muliggjer isolering av proteiner fra ulike cellekompartmenter. Permeabiliseringsbufferet
gjor membranen permeabel, noe som gjer av proteiner fra cytosol siver ut, og solubiliserings-
buffer lgser opp selve membranen og dens proteiner. Membran-og cytosol-proteinisolater fra
celler transfekterte med pcDNA3.1+C-LGA-eGFP-plasmidet, samt villtype celler ble benyttet

1 SDS-Page og videre western blot. Fig 6 viser et representativt western blot resultat med Anti-
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GFP antibody [LGB-1](mouse monoclonal) som primart antistoff med 1 pl per 1000 pl anti-
stofflasning (1:1000) og IRDye® 680RD Goat anti-Mouse IgG (H + L) (1:15 000) som sekun-
deert.

A)

"

pcDNA3.1+
C-LGA-eGFP
|l

\ 70,85 kDa

Start

B) Transfekterte Kontroll- C) Transfekterte Kontroll-
celler celler celler celler
A | A
| [ | [ |
MPL CPL kba M MPL  CPL MPL CPL

kDa

198

98
98

62
62

49
49

38
38

28
28

Ponceau-farging P: Mouse Anti-GFP antibody [LGB-1] 1:1000
S: IRDye® 680RD Goat anti-Mouse IgG (H + L) 1:15 000

Figur 6: SasalLGA uttrykkes hovedsakelig i membranen til transfekterte CHSE-celler.
A) Designet til pcDNA3.1+C-LGA-eGFP-plasmidet brukt i transfeksjonen av CHSE-cellene).
| dette plasmidet er Sasa-LGA klonet i samme leseramme som eGFP og disse vil dermed bli
transkribert som ett LGA-GFP-kompleks. Merk at LGA-e GFP-komplekset har en predikert star-
relse pa 70,85 kDa. B) Ponceaufarging av nitrocellulosemembran med membran-proteinlysat
og cytosol-proteinlysat fra CHSE-celler transfekterte med pcDNAS3.1+C-LGA-eGFP-plasmidet,
samt fra utransfekterte celler (kontroll). M(markar) er SeeBlue ™. C) Western blot med mus
anti-GFP (1:1000) som primeert antistoff og geit-anti-mus IgG (H+L) (1:15 000) som sekundeert
antistoff. Rad ring rundt det eneste bandet som blir detektert av mus anti-GFP, ved rundt 70
kDa, og som starrelsesmessig korresponderer med det forventende LGA-e GFP-komplekset.
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I forkant av inkubering med primare og sekundere antistoffer ble membranen farget med pon-
ceau-farge. Ponceau-fargingen (fig. 6.B) viser at det er proteiner til stede i alle de merkede
brennene. Selve western blotten (fig. 6.C) resulterte i ett tydelig band ved rundt 70 kDa i bren-
nen med membranlysat fra transfekterte celler, noe som korresponderer med sterrelsen pa Sa-
saLGA-eGFP-komplekset plasmidet koder for. Det ses ogsd noen svake band i brennen med
cytosolproteinlysater, inkludert ved omtrent 70 kDa. Dette er trolig bakgrunn (siden det er svake
band ved mange storrelser). Konklusjonen er at SasaL GA-eGFP blir uttrykt i transfekterte cel-

ler og aller mest i membran fraksjonen.

For & vurdere frekvensen av CHSE-celler som uttrykker Sasal. GA-eGFP-fusjonsproteinet, ble
transfekterte CHSE-celler analyserte ved hjelp av konfokalmikroskopi (fig. 7). Basert pé antall
GFP+ celler ble det estimert at rundt 15-20% av cellene uttrykker SasaLGA-eGFP.

A) DAPI B) GFP C) DAPI+GFP

Figur 7: Konfokalmikroskopi av celler transfekterte med pcDNAS3.1+C-LGA-eGFP-plasmidet,
der nukleus er farget blatt (med DAPI) og enkelte cellemembraner lyser grant (grenn fluo-
rescens) som fglge av GFP-uttrykk etter transfeksjonen (pilene peker péa disse cellene). A)
Viser bare DAPI farge. B) Viser bare grenn fluorescens. C) Viser bade DAPI og grgnn fluo-

rescens.

Det ble ogsa tatt bilder av cellene pé et horisontalt plan, altsé fra bunnen av cellene til toppen
av cellene. Dette ble gjort for & neermere studere hvor i cellene SasaLGA-eGFP-komplekset
befant seg, men ut ifra disse bildene er det vanskelig a vurdere lokasjonen til SasaLGA-eGFP-

komplekset i cellen (fig. 8).
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Niva 1 (bunn) Niva 2 Niva 3 Niva 4 (topp)

Figur 8: Konfokalmikroskopi med pcDNA3.1+C-LGA-eGFP-plasmidet med bade DAPI+GFP.

Bilder tatt med ulikt fokus i linsen, noe som gir bilder av cellene pa et horisontalt plan, her;

DAPI+GFP

nederst der man tydelig ser CHSE-cellenes adhesjon til dekkglasset. Midt i cellen pa niva 2,

og enda lenger opp ved niva 3. Niva 4 viser toppen av cellene.

For & kunne bruke disse Sasa-LGA-eGFP-overuttrykkende CHSE-cellene til & identifisere
funksjonen til LGA og identifisere mulige LGA-ligander til andre celler burde en hayere andel
av cellene uttrykke proteinet. I et forsek pa & selektere CHSE-cellene som uttrykker plasmidet,
og etablere stabile cellelinjer med overuttrykk av Sasa-LGA, skulle det benyttes et antibiotikum
1 mediet og inkludere et korresponderende resistensgen for antibiotikumet i plasmidet, og pa
denne maten selektere transfekterte celler. pcDNA3.1+C-LGA-eGFP-plasmidet inneholder et
neomycin-resistensgen. Dermed ble transfekterte CHSE-celler inkubert i media som inneholdt
5-10 pg/ml G-418 og observerte i 14 dager. Ikke-transfekterte CHSE celler ble brukt som kon-
troll, men det ble ikke observert celledad i verken kontroll eller transfekterte celler, noe som

tyder pa at CHSE-celler har en ervervet resistens mot dette antibiotikumet.

40



4.4 Optimalisere plasmid-design for a etablere stabile CHSE

celler som overuttrykker Sasa-LGA
I forbindelse med design av nytt plasmid var det aktuelt & gjore en antibiotikaresistenstest med
villtype CHSE-celler og ulike antibiotikum, for & avdekke eventuell naturlig resistens, og
komme frem til det mest effektive antibiotikumet for CHSE. Det ble sadd ut 250, 000 CHSE-
celler per brenn i 6-brennersbrett, og cellene ble inkuberte ved enten 10 pg/ml eller 100 pg/ml,
med enten G-418, puromycin eller blasticidin. Cellene ble kontinuerlig observert visuelt i mik-
roskop og pa dag 12 ble forseket avsluttet, da alle celler i 100 pg/ml puromycin og blasticidin

var dede.

Kontroll 10 pg/ml 100 pg/ml

G-418

Puromycin

Blasticidin

Figur 9: CHSE-celler ble sadd i brenner og inkubert med G-418, puromycin, blasticidin med
konsentrasjonene 10 ug/ml, 100 ug/ml, samt kontroll (uten antibiotika). Figuren viser bilder fra
alle branner med de ulike antibiotikaene og konsentrasjonene pa tolvte og siste dag av forso-
ket.
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Det fremkommer i figur 9 at cellene ikke dede i G-418, puromycin dreper derimot cellene ag-
gressivt. Blasticidin har ogsa god virkning, men ikke like sterk som puromycin. Det ble derfor
konkludert med at blasticidin var det mest gunstige antibiotikumet & benytte i etablering av
stabile cellelinjer, og dermed ble blasticidin-resistensgenet inkorporert i pcDNA3.1+C- plas-
midet som erstatning til neomycin-resistensgenet. I tillegg besto det nye designet av full lengde
Sasa-LGA etterfulgt av en kort glycin-rik linker og Twin Strep-Tactin II tag (pcDNA3.1+C-
LGA-Streptactin-Blasticidin). Det ble satt inn stoppkodon fremfor GFP. Plasmidet ble bestilt
fra GenScript®.

Det ble foretatt plasmid-transformasjon og isolering av det nye pcDNA3.1+C-LGA-Streptac-
tin-Blasticidin-plasmidet og denne gangen ble bakterier fra fire enkeltkolonier overfort til fire
kolber, for a videre lage fire plasmid-isoleringer. DNA-konsentrasjonen for plasmid isolering
nummer 1, 2, 3 og 4 ble henholdsvis 452.4, 426.4, 374.4, 308.2 ng/ul. Merk at bare plasmid

isolering nummer 1 ble benyttet for transfeksjoner i dette prosjektet.

For & verifisere at pcDNA3.1+C-LGA-Streptactin-Blasticidin-plasmidet inneholdt Sasa-LGA-
genet ble det gjennomfort plasmid fordeyelse av de 4 resulterende plasmid-isolatene fra plas-
mid transformasjon og isolering (se seksjon 4.4). Restriksjonsenzymene HindIIl og BamHI ble

benyttet og disse klippet Sasa-LGA-genet ut av plasmidet.

Figur 10: A) Designet til pcDNA3. 1+C-LGA-Streptactin-Blasticidin-plasmidet, som innehol-
der restriksjonsgengjenkjenningomrader for restriksjonsenzymene Hindlll og BamHI, fremfor
0g bak Sasa-LGA-genet. B) Det er gjort plasmid-fordgyelse av pcDNA3.1+C-LGA-Streptac-
tin-Blasticidin og restriksjonsenzymene vil da «klippe ut» sekvensen for SasaLGA. Resultat
av plasmid-fordgyelse visualisert i VWR® Smart3. Tallene over brannene representerer hvil-
ken plasmid-isolering som er i brgannen og +/- viser om det er restriksjonsenzymer til stede
eller ikke. M (Markeor): GeneRuler 50 bp DNA Ladder.
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Figur 10 (figurtekst side 42)

Av figur 10.B fremkommer det at brenner som kun inneholder plasmid, uten restriksjonsenzy-
mer (merket «-»), gir ett bdnd, mens brenner med plasmid og restriksjonsenzymer («+») gir to

band. med restriksjonsenzymer ved 1500 basepar i brenner med restriksjonsenzymer korre-

sponderer med sterrelsen pa sekvensen til SasaLGA.
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4.5 Overuttrykk av Atlantisk laks LGA-Streptactin protein
(Sasa-LGA-Streptactin) i CHSE-celler

CHSE-celler ble transfekterte ved bruk av nukleofeksjon (Amaxa™ Nucleofector™ II (pro-
gram 20). Tre dager etter transfeksjon ble det det gjennomfert protein-isolering med Mem-
PER™ Plus Membrane Protein Extraction-kit. De resulterende membran-og cytosol-protein-
isolatene fra celler transfekterte med pcDNA3.1+C-LGA-Streptactin-Blasticidin-plasmdiet,
samt fra ikke-transfekterte CHSE- celler ble benyttet i SDS-Page og videre western blot. I wes-
tern blotten ble mus anti-strep (THE™ NWSHPQFEK Tag Antibody, mAb, Mouse) benyttet
som primert antistoff og geit-anti-mus (IRDye® 680RD Goat anti-Mouse IgG, H + L) som

sekundeert. Et representativt resultat er vist i fig 11C.
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Ponceau-farging P: THE™ NWSHPQFEK Tag Antibody, mAb, Mouse 1:1000
S: IRDye® 680RD Goat anti-Mouse IgG (H + L) 1:15 000
Figur 11 (figurtekst side 45)
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Figur 11: A) Designet til pcDNA3.1+C-LGA-Streptactin-Blasticidin-plasmidet brukt i transfek-
sjonen av cellene som proteinene i western blotten er isolerte fra ( B og C). | dette plasmidet
er Sasal. GA klonet i samme leseramme som strep-tag og disse vil dermed bli transkribert som
ett LGA-strep-kompleks i celler transfekterte med pcDNAS3.1+C-LGA-Streptactin-Blasticidin-
plasmidet. Merk at LGA-strep-komplekset har en stgrrelse pa 45,53 kDa. B) Ponceaufarging
av nitrocellulosemembran med membran-proteinlysat og cytosol-proteinlysat fra celler trans-
fekterte med pcDNA3. 1+C-LGA-Streptactin-Blasticidin-plasmidet, samt fra kontrollceller (vill-
type). M(markar): Chameleon ® Duo Marker C) Western blot med mus anti-strep (1:1000) som
primaert antistoff og geit anti-mus (1:15 000) som sekundeert antistoff. Red ring rundt det
eneste bandet som har oppstatt, ved rundt 50 kDa, og som starrelsesmessig korresponderer
med LGA-Strep-komplekset (A).

Ponceau-fargingen (fig 11.B) viser at det var proteiner til stede i alle brennene. Western blotten
(fig. 11.C) gav ett band ved rundt 50 kDa i brennen med membranlysat fra celler transfekterte
med pcDNA3.1+C-LGA-Streptactin-Blasticidin-plasmidet, noe som korresponderer med stor-
relsen til LGA-Strep-komplekset pa 46,03 kDa. Det ble bare observert tag-spesifikke band i
membranproteinlysater fra transfekterte celler, noe som korresponderer med det som ble obser-
vert for western blot med proteiner fra celler transfekterte med pcDNA3.1+C-LGA-eGFP-plas-

midet.

Etter vellykket western blot og plasmid fordeyelse av nytt plasmid ble forste transfeksjon ment
for etablering av stabile CHSE-cellelinjer gjennomfert. Det ble gjennomfert 3 transfeksjoner
med pcDNA3.1+C-LGA-Streptactin-Blasticidin-plasmidet, med 4 millioner celler per transfek-
sjon fordelt 1 2 brenner i 6-brennersbrett. Det ble ogsa foretatt 3 transfeksjoner uten plasmid,
mock transfeksjon. Det ble ogsd sddd ut samme antall ikke-transfekterte celler pd samme maéte.
3 dager etter transfeksjonen ble celler tilsatt henholdsvis 5 pg/ml og 10 pg/ml blasticidin, samt
media uten antibiotika. Cellene fikk vokse ved disse konsentrasjonene i 2 uker, og ble observert
undervegs. Det viste seg at disse konsentrasjonene var for haye og etter 14 dager var alle celler
dede, bade transfekterte, mock transfekterte og kontrollceller. Dermed ble forsgket avsluttet. I

brenner med kontrollceller uten antibiotika var cellene veldig konfluente.

De ble gjennomfert 4 nye transfeksjoner med 2 millioner CHSE-celler per transfeksjon
pcDNA3.1+C-LGA-Streptactin-Blasticidin-plasmidet der hver transfeksjon ble fordelt i 2
brenner. Etter 3 dager ble celler fra hver transfeksjon tilsatt 0.01, 0.5, 0.7 og 1 pg /ml blasticidin

og ble inkuberte med disse konsentrasjonene i 14 dager, hvor mediet ble byttet hver tredje-
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fijerde dag. Siden cellene ofte er svake etter transfeksjon og det derfor brukt lave konsentrasjo-
ner av blasticidin i starten. Cellene vokste raskt og ble konfluente i brennene, og etter 14 dager
ble blasticidinkonsentrasjonen gkt til henholdsvis 1, 2.5, 5 og 7 pg/ml. Etter 14 dager i forhayet
konsentrasjon var alle transfekterte celler i brenner med 5 og 7 pug /ml, samt kontrollceller for
alle konsentrasjoner, dede. Celler i 1 og 2.5 ng /ml ble observerte & ikke ha sin vanlige adhe-
rente form der de er strukket utover brennen. De hadde en rundere form og er losere festet til
brennen. Ytterlige 14 dager etter at antibiotikakonsentrasjonen ble forhoyet sa det ut til at det

hadde dannet seg smé gyer med adherente celler i brennene med 1 og 2.5 pg /ml.

Etter at transfekterte celler, samt villtype (kontroll) hadde vert inkuberte i ulike konsentrasjoner
med blasticidin i omtrent to maneder satt vi igjen med adherente, transfekterte celler 1 bade 1
og 2.5 ng /ml blasticidin, som vokste (fig. 12). Dette indikerer i at vi lyktes i & etablere stabile
SasalL GA-uttrykkende cellelinjer ved disse konsentrasjonene. For a verifisere at disse cellene
fremdeles uttrykker SasaLGA mi det gjores en western blot, for disse kan bli brukt i videre

forsek.

1 ug/ml 2,5 ug/mi

Figur 12: Stabile cellelinjer som overuttrykker pcDNAS3. 1+C-LGA-Streptactin-Blasticidin-plas-
midet har vert inkubert med 1 ug/ml og 2,5 ug/ml blasticidin i 4 uker, og som dermed ogséa

uttrykket plasmidet, med Sasa-LGA.
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4.6 Utvikling og karakterisering av anti-SasalLGA polyklonale

antistoffer

Det ble bestilt polyklonale anti-SasaLGA-antistoffer, og deres spesifisitet for SasaLGA ble un-
dersgkt ved a4 bruke samme membranprotein-isolater fra CHSE-celler transfekterte med
pcDNA3.1+C-LGA-eGFP-plasmidet som i Western blotten 1 figur 6C, siden disse beviselig
inneholder SasaLGA-eGFP-komplekset. I forste omgang ble det testet kaninserum fra forste
bledning (for immuniseringen startet), RSAMO, samt bladning etter 3 doser, RSAMI1. Mem-
bran-og cytosol-proteinisolater fra celler transfekterte med pcDNA3.1+C-LGA-eGFP-plasmi-
det, samt villtype celler ble benyttet i SDS-Page og videre western blot. I western blotten ble
det benyttet sera fra for immunisering (RSAMO), sera etter tre immuniseringer (RSAM1), samt
etter alle immuniseringer (RSAM?2). Sekundzre antistoffer for RSAM var geit anti-kanin (IR-
Dye® 680RD Goat anti-Rabbit IgG). Videre ble det ogsa benyttet mus anti-GFP, med geit anti-

mus som sekundert antistoff.

Figur 13 (side 46): A) Banddiagram som viser SasalL GA-epitopeplassering i predikert Sa-
saL GA-strukturmodell. B) Ponceaufarging av nitrocellulosepapir med membran-proteinlysat
(MPL) fra CHSE-celler transfekterte med pcDNA3. 1+C-LGA-eGFP-plasmidet, samt fra utrans-
fekterte CHSE-celler (kontroll). Markarene er henholdvis SeeBlue ™ og MagicMark ™. C) Wes-
tern blot med serum fra RSAMO (1:1000), og mus anti-GFP (1:1000) som primaere antistoffer
og geit anti-kanin og geit anti-mus (1:15 000) som sekundeere antistoffer. Bandet for mus anti-
GFP med anti-mus er gratt (ringet rundt). D) Ponceaufarging av nitrocellulosepapir med mem-
bran-proteinlysat (MPL) fra celler transfekterte med pcDNA3.1+C-LGA-eGFP-plasmidet, samt
fra villtype celler (kontroll). Markarene er henholdvis SeeBlue ™ og MagicMark ™. E) Western
blot med membranprotein-lysater fra celler transfekterte med pcDNA3.1+C-LGA-eGFP-plas-
midet, samt fra villtype celler (kontroll), med serum fra RSAM1 (1:1000) og mus anti-GFP
(1:1000) som primeaere antistoffer, samt anti-kanin og anti-mus (1:15 000) som sekundaere an-
tistoffer. Granne band (foruten i brannen med MagicMark™ - markgren) er proteiner som bin-
des av immunoglobuliner i RSAM1-serumet og geit-anti-kanin, mens det gra bandet som er
ringet rundt er proteiner som bindes av mus-anti-GFP med geit- anti-mus. Det viser at mus
anti-GFP har festet seq til SasaL GA-e GFP-komplekset i de transfekterte cellene.
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Mus anti-GFP: 1:1000 Mus anti-GFP:1:1000
Geit anti-mus: 1:15 000 Geit anti-mus: 1:15 000

Figur 13 (figurtekst side 47)

Forst og fremst ser man at mus anti-eGFP binder eGFP (gra bdnd med rad sirkel rundt) i brenner
med transfekterte CHSE-celler, noe som verifiserer at SasaLGA-eGFP faktisk er til stede.
RSAMO binder ingen proteiner verken i transfekterte eller kontrollceller. RSAM1 binder pro-
teiner 1 transfekterte og kontrollceller ved bade 40 og 70 kDa. Det er usannsynlig at bandet ved
70 kDa representerer SasaLGA-eGFP, siden dette blir detektert i protein lysater fra bade trans-
fekterte og utransfekterte CHSE-celler. Den samme membranen ble videre inkubert med geit
anti-GFP, noe som avslerte at SasaLGA-eGFP-bandet ikke overlapper bandene for RSAM1
ved 70 kDa.
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RSAM2 (serum etter fjerde og siste immunisering), ble mottatt ved et senere tidspunkt og det
ble da gjennomfert Western Blot med samme proteinlysat som for RSAMO og RSAMI. Resul-
tatet blir vist 1 fig 14.
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RNEROIRY

kDa

98

62
49
38

28

Ponceau-farging Kanin RSAM2 1:1000
Geit anti-kanin: 15 000

Figur 14: A) Ponceaufarging av nitrocellulosepapir med membran-proteinlysat (MPL) fra celler
transfekterte med pcDNAS3.1+C-LGA-eGFP-plasmidet, samt fra villtype celler (kontroll).
Markgren er SeeBlue ™ B) Western blot med membranprotein-lysater fra celler transfekterte
med pcDNA3.1+C-LGA-e GFP-plasmidet, samt fra villtype celler (kontroll), med RSAM2, som

primeert antistoff og geit-anti-kanin som sekundeert antistoff.

Denne gangen ble det bare observert to band, og det var i brennen med membran protein lysat
fra transfekterte celler ved rundt 40 kDa, altsa for lite til 4 kunne vaere SasaLGA-eGFP. Siden
resultatene fra western med kaninsera var uklare, ble det gjort en sekvenssammenstilling av
SasalLGA-epitopen og andre L-linjegener i Oncorhynchus tshawytscha for a underseke om
eventuelle kryssbindinger med andre L-linjegener kunne ha oppstatt. Ved en sekvenssammen-
stilling blir aminosyresekvenser for lignende gener sammenlignet og korresponderende amino-

syrer blir merket.
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Onts_LEA VTYYDSNMKHFIYRVNNTPNKMHDNEAQDGAY ILGMMYNNMKERSFHLKHHENLTGGVQV 112
Onts_LDA IGYYDSNMKLSVYRGYHITDKMN-DEAQDGTYVLGTMYHHMKERSFRLKHHLNLTEGVHV 111
Onts_LFA VAYYDSNMKHFIYRGHNTSDKIHDDLAQDGAYVFGIIYQSMKERSFHLKHHLNLTEGVQV 110
Onts_LCAl VTYLDSNMKHFIYRGHNTSDKINDDEDKNGDFVFGIMYNHMKERY FHLKHHLNLTEGVQV 112
Onts_ LNAL VAYYDSNDKQPVYRGPKPTGKIHDELFQDGDYVFGIMYHHMKGRSFHLKHHFNLTGGVQV 112
Onts_LGA VAYYDSNDKQSVYRGQHITEKNKDDEAQDGAHVFGVIYQSMKDRSVELKHHFNLTEGVQV 120
Sasa_LGA VAYYDSNDKQSVYRGQHITK-TKDDEAQDGAHVFRVIYQSMKDRSFELKHRFNLTEGVQV 92

PEPTIDE  ——=————————— YRGOHITK-TKDDEC————————————————————————————————— 14

Figur 15: Sekvenssammenstilling av Sasa-LGA-epitopen brukt i immuniseringen av RSAM og

andre L-linjegener hos CHSE-celler.

Sekvenssammenstillingen viser at det er flere matchende aminosyresekvenser mellom chinook-
laksens L-linjegener og Sasa-LGA-epitopen som ble benyttet under immuniseringen av RSAM.
Onts-LDA matcher ved 8/13 aminosyrer og Onts-LCA1 ved 6/13 aminosyrer. Den tydeligste
matchen ser ut til & vaeere mellom Onts-LGA og Sasa-LGA med 11/13 matchende aminosyren,
men ettersom at dette er et pseudogen er det ikke sansynelig at bandet vi ser stammer fra Onts-

LGA.

4.7 Immunoglobulin rensing fra kaninserum

ELISA-test som estimerer antistoffmengden i serum ble gjennomfert av produsenten (Agrisera)
og resultatene impliserer at det var relativt lave antistoffnivaer i serumet (personlig kommuni-
kasjon med Agrisera, se vedlegg i appendix). Pa bakgrunn av predikert lave antistoffnivéer og
det faktum at helt serum eoker sannsynligheten for uspesifikke bindinger, ble det foretatt IgG-
antistoff-rensing av sera fra RSAM2 ved & bruke agaroseperler dekket med protein A, som
binder Fc-regionen i antistoffer (se struktur i fig 3.A og 16.A). Etter binding ble antistoffer
eluert ved hjelp av elueringsbuffer med lav pH, og dette gav ti elueringsfraksjonene. Protein-
konsentrasjonen i disse ble malt ved NanoDrop, som ses i tabell 1, og isolat nummer 4 hadde

klart heyest protein-konsentrasjon.

Tabell 1: Oversikt over protein-konsentrasjon i mg/ml de ti antistoff-isoleringene etter eluering

av antistoffer ved antistoff rensing av RSAM2.

Elueringsnummer | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Proteinkons. i 0,10 | 0,2 1,60 | 4,00 |029 |002 |004 |004 |0,10 | 0,09
mg/ml

For a versifisere antistoffrensing ble de 9 forste elueringsfraksjonene kjort i SDS-Page, overfort
til membran og ponceaufarget. Videre ble det gjort western blot med sekundare antistoffer, geit
anti-kanin (H og L). Provene ble denaturerte for de ble overforte til gelen, noe som resulterer 1

dissosiering av tung og lett kjede (fig 16A) 1 antistoffene.
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Figur 16: A) IgG- antistoff struktur som viser Fab-regionen og Fc-regionen, samt tung og lett
kjede. Fab-region (Fragment antigen-binding-regionen) er omradet pa antistoffet som binder
antigenet. Fc-regionen (Fragment crystallizable-region) binder effektormolekyler, og ved anti-
stoff rensing er det Fc-regionen i antistoffet som binder protein A. Tung kjede og lett kjede er
bundet ved disulfidbindinger (vist i gult), men vil dissosiere ved SDS-Page. Variabel og kon-
stant region pa bade tung og lett kjiede er merket med henholdsvis «V» og «K». B) Ponceau-
farging av 9 elueringsfraksjonene fra protein A-basert antistoff-rensing av RSAM2-serum, etter
SDS-page og overfgring av proteiner til membran Det er hovedsakelig proteiner i anti-stoff-
eluering nr 3 og 4, og disse brannene har band ved 50 og 25 kDa, som korresponderer med
starrelsen pa tung og lett kjede i antistoffer. M (Markgr): Chameleon® Duo Marker C) Western
blot av de 9 farste antistoff-elueringene etter antistoffrensing av final-Sam med anti-kanin

(H+L) som primeaert og eneste antistoff, siden det er antistoffer fra kanin i brannene.
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Det fremkommer, for bdde ponceau-fargingen og western blotten med geit-anti-kanin (H+L),
hovedsakelig band ved to sterrelser; 25 og 50 kDa, noe som korresponderer med storrelsen pé
IgG-antistoffers tunge og lette kjede. De tydeligste bandene er i brennen med antistoff-eluering
nr. 4, noe som korresponderer med protein-konsentrasjonen som ble malt ved NanoDrop, der

eluering nr. 4 hadde den klart hayeste proteinkonsentrasjonen.

4.8 Karakterisering av RSAM immunoglobulin rensede po-

lyklonale antistoffer

Det ble foretatt western blot med membran protein-lysat fra CHSE-celler transfekterte med
pcDNA3.1+C-LGA-eGFP-plasmidet, samt membran protein-lysat fra utransfekterte CHSE-
celler. Renset RSAM?2 fra elueringsfraksjon nr. 4 (4 mg/ml) ble benyttet som primeert antistoff,
siden denne hadde hoyest protein-konsentrasjon (se tabell 1). Geit-anti-kanin ble brukt som

sekundert antistoff.

38

30

25

15

P: Kanin RSAM2 (renset) 1:1000
S: Geit anti-kanin 1:15 000

Figur 17: A) Ponceau-farging av nitrocellulosepapir med membran-proteinlysat fra celler
transfekterte med pcD-NA3.1+C-LGA-eGFP-plasmidet, samt fra villtype celler (kontroll). Mar-
kar (M): Chameleon® Duo Marker B) Western blot av med renset RSAMZ2 som primeert anti-

stoff og geit anti-kanin som sekundeert.
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Det fremkommer to klare band ved rundt 40 kDa i brenner med lysat fra bade transfekterte og
villtype celler. Dersom RSAM2 hadde bundet LGA spesifikt hadde det vert et bdnd ved rundt
70 kDa i brenn med membran-proteinlysat fra transfekterte celler, men det er det ikke, og det

indikerer at RSAM?2 ikke binder LGA spesifikt.

53



5 Diskusjon

Selv om ikke-klassiske MHC klasse I gener har blitt identifisert i mange ulike arter, fra fisk til
pattedyr (omtalt i (M. F. Flajnik & Kasahara, 2001)), har disse gene svart heterogene sekven-
ser, organisering og uttrykksmenster blant de ulike artene (E. J. Adams & Luoma, 2013; E. J.
Adams & Parham, 2001; Piontkivska & Nei, 2003). Denne diversiteten kompliserer forsk-
ningen pa disse genene, og hos fisk er funksjonen til de ikke-klassiske MHC klasse I-moleky-
lene fremdeles ukjent. I denne masteroppgaven har jeg fokusert pa forstaelsen av laksens ikke-
klassiske MHC klasse I L-linjegener og bygget videre pé tidligere studier av transkripsjonell
regulering av L-linjegener hos atlantisk laks (Svenning et al., 2019). Det har ogsa blitt etablert
stabile cellelinjer med Sasa-LGA-overuttrykk, som vil bidra til & avdekke deres funksjon.

5.1 CHSE-stimulering

I samsvar med tidligere studier med cellelinjer avledet fra atlantisk laks og primarceller, der
det ble vist at IFN-a (Svenning et al., 2019) og INF-y stimulering (Grimholt, Fosse & Sundaram,
2020) resulterte i oppregulert LIA, forte ogsa IFN-a, IFN-b og sterre grad IFN- y i vare forsek
til oppregulering av LIA i CHSE-celler. Stimulering med IFN-a/IFN- y s ut til 4 gi en kumu-
lativ effekt med over 10 ganger fold ekning av LIA-mRNA nivéer ved 12 hpi, og ved 24 hpi
var LIA tilbake til basaluttrykket. Det har altsd ikke bare skjedd en kraftig oppregulering, men
ogsa en kraftig pafelgende nedregulering. Denne kraftige oppreguleringen pé kort tid stetter
hypotesen om LIAs rolle som et tidlig antiviralt varselsignal pé tvers av ulike laksefiskarter,
siden oppregulering til nd har blitt sett i bade atlantisk laks og kongelaks. Denne tilsynelatende
kumulative effekten, kan tyde pa at reguleringen av LIA har to ulike signalveier, og at det kan

bli indusert av bade type I og type II IFN.

LIA ble ogsa kraftig oppregulert i CHSE-celler tidlig i infeksjonslopet med SAV3. LIAs ut-
trykksnivaer korresponderer med nspl-uttrykket (viralt gen), med heyest uttrykk ved 7 og 9
dager etter infeksjon, etterfulgt av en nedregulering ved dag 12 etter infeksjon. Dette stér i
kontrast til mx-uttrykket, som ogsa ble gradvis oppregulert gjennom infeksjonslepet, med det
hayeste uttrykket pd dag 12 etter infeksjon, og dermed ikke ble nedregulert som LIA ble. Det
er bemerkelsesverdig forskjell pA CHSE-cellene (som er embryoniske og kommer fra Onts.),
og tidligere analyserte celler isolerte fra atlantisk laks (SHK-1, ASK og primarceller), men pa
tross av dette viser de alle et IFN indusert LIA-uttrykk. Faktisk var LIA det eneste L-linjegenet
uttrykt i CHSE-celler. Ved qPCR-underseokelse av prover fra interferonstimuleringen av CHSE-
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celler ble det brukt primere for LIA, LDA, LCA, LNA og LGA1 og det ble ikke registrert
verken basaluttrykk eller indusert oppregulering av noen av disse genene. Grunnen til dette kan
vare at primerene ikke er optimale og flere studier pa transkripsjonelle studier ma gjennomfe-
res for & bekrefte mangelen pd uttrykk. Videre analyser ma ogsa omfatte de gjenvarende to

funksjonelle L-linjegenene 1 Onts.: LFA og LEA (Grimholt & Lukacs, 2021).

LIAs tilsynelatende konsekvente oppregulering ved bade virus og interferoner i ulike celletyper
fra ulike arter kan tyde pa at dets funksjon er mer konservert mellom arter. Det er nylig vist at
mens flere L-linjegener generelt er svart variable mellom relativt nert beslektede laksearter,
eksempelvis, mellom atlantisk laks og regnbueerret, ser LIA ut til & vaere konservert og karak-
terisert som funksjonell i begge. LIA er faktisk hayst konservert i laksefisk generelt og i tillegg
til atlantisk laks og kongelaks, finnes dette genet hos redlaks, coho-laks, regnbueerret og brun-
orret (Grimholt & Lukacs, 2021). Videre er det ogsa funnet L-linjegener hos gjedde (Esox Lu-
cius), og disse er sammenlignet med L-linjegenene 1 flere laksefisk, hvor det viste seg at LIA
er konservert ogsd hos gjedde (Grimholt & Lukacs, 2021). Det at LIA er til stede i arter med
storre evolusjoner avstand forsterker hypotesen om deres konserverte og potensielt svart vik-
tige funksjon i celluler immunitet. Denne konserveringen kan ogsa implisere at, dersom LIA
faktisk fungerer som et antigenpresenterende molekyl, er det sannsynlig at den ogsa binder en

konservert ligand.

I likhet med det som har blitt observert for LIA, blir Sasa-LGA ogsa indusert av SAV3, sé vel
som [FN-a (Svenning et al., 2019) og IFN-g (Grimholt et al., 2020). I kongelaks er LGA derimot
definert som et pseudogen(Grimholt & Lukacs, 2021), noe som reiser spersmél om dette mo-

lekylets biologiske rolle.

Den store variasjonen mellom mange av de andre L-linjegenee, eksempelvis LGA, tyder pé at
disse er mer plastiske, noe som kan indikere at de er mer pavirket av koevolusjonert press.
Dette kan videre tyde pd at flere av de andre L-linjegene binder til mer diverse reseptorer som
lettere forandres ved heyere evolusjonzrt press, potensielt en NK-lignende reseptor. Det har
vist seg at fisk har NK-lignende celler, og blant disse er det i flere fiskearter ogsa funnet poly-
morfe multi-genfamilier, som er forskjellige mellom arter. Blant annet er NITR (Hawke et al.,
2001; Litman, Hawke & Yoder, 2001; Yoder et al., 2001) og LITR-genene (Stafford, Bengtén,
Du Pasquier, Miller & Wilson, 2007), foreslatt som mulige NK-cellereseptorer. Imidlertid er
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samspillet mellom forskjellige ikke-klassiske MHC klasse I avstamningsmolekyler og NK-cel-

lereseptorer i fisk fortsatt ukjent.

5.2 Plasmid design

Malet med & etablere stabile cellelinjer som uttrykker SasaLGA var & videre utnytte disse til &
detektere hvordan leukocytter fra hodenyren til atlantisk laks reagerte pd & bli inkuberte sam-
men med celler som overuttrykker dette ikke-klassiske klasse | MHC-molekylet. I et slik forsek
ville Sasa-LGA uttrykkende celler blitt fikserte i forkant, slik at de er dede, men fremdeles har
sin fulle form med sine intakte proteiner pa utsiden. Dersom hypotesen om at LGA har en
funksjon som en MHC stemmer, ville en eventuell interaksjon mellom LGA og laksens im-
munceller muligens fort til okt uttrykk av cytotoksiske enzymer, noe som kunne blitt detektert

ved qPCR i etterkant av RNA-isolering og cDNA-syntese.

For & oppna stabile SasaLGA-uttrykkende cellelinjer ble to ulike plasmider tatt i bruk, noe som
resulterte i overuttrykk av LGA-GFP-fusjonsprotein og en strep-epitop-tagget LGA. GFP er
mye brukt og det finnes kommersielle, monoklonale antistoffer for dette proteinet. En annen
enorm fordel med GFP ligger i navnet, Green Fluoresens Protein, altsd proteinet er selvly-
sende(Wang & Hazelrigg, 1994). Dermed var det mulig & visualisere GFP-proteinet i transfek-
terte celler (fig 7), noe som gav et innblikk 1 transfeksjonseffektiviteten. Ved konfokalmikros-
kopi ble det ogsé tatt bilder av cellene pa flere nivaer (fra bunnen av cellen som viste sin adhe-
rente utstrakte form mot dekkglasset, til toppen av cellen) (fig 8). Disse bildene gav oss en
indikasjon péa transfeksjonseffektiviteten, men det var vanskelig & se hvor i cellen Sasa-LGA
befant seg. Baksiden med GFP-taggen er storrelsen. LGA alene er 42,8 kDa, mens GFP er 26,9
kDa. GFP-proteinet er altsa nesten like stort som malproteinet i seg selv. Det var ogsé klonet i
samme leseramme som Sasa-LGA, sé disse vil bli dannet som ett stort enkeltkompleks. Dette
kan forstyrre en eventuelt naturlig prosesseringsvei som LGA (og potensielt andre L-linjegener)
har hos CHSE-celler (Kiiey, Larocque, Clarke & Royle, 2019). GFP kan ogsa interagere med

andre proteiner i cellen.
I designet av pcDNA3.1+C-LGA-Streptactin-Blasticidin, ble Twin Strep-Tactin II tag (Strep-

tag) tatt i bruk(Schmidt et al., 2013). Strep-taggen er svart liten i sterrelse (3,23 kDa), noe som

gjor det mindre sannsynlig at den interfererer med prosesseringen av LGA inne i cellen. For
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dette plasmidet var det ogsa satt inn en linker, bestdende av en liten sekvens med glycin, som

er neytral, hydrofob, upolar og dermed en svert lite reaktiv aminosyre.

5.3 Western blot- LGA i membranen

I dette prosjektet ble proteiner som stammet fra bdde membran og cytosol analysert i western
blot. Permeabiliseringsbufferet gjor cellemembranen permeabel, slik at proteiner kan sive ut,
mens membranen fremdeles er intakt. Ved & sentrifugere celler med permeabiliseringsbuffer
vil dermed cytosoliske protein sive ut, og supernatanten vil inneholde cytosoliske proteiner.
Solubiliseringsbuffer loser opp hele membranen og dens proteiner, og supernatanten etter
sentrifugering vil da inneholde proteiner som var til stede i selve membranen. Ved & benytte
disse to typene av buffer vil man ikke bare kunne detektere mélproteinet, men ogsé fi en indi-

kasjon pa om det befinner seg i cytosol eller i cellenes membran.

Béde SasaLGA-eGFP og SasaLGA-Strep er utelukkende detektert i membranfraksjonen, noe
som indikerer at LGA er uttrykt pa overflaten av cellene. Det fremkommer av figur 6 et tydelig
band pd rundt 70kDa, som er storrelsen til GFP/LGA-komplekset. Videre ser man at bandet
bare vises 1 bronnen med membran protein-lysater fra transfekterte celler, uten noen bénd i
brennen med cytosolisk lysat. Ved western blot med mus anti-strep monoklonale antistoffer
med celler transfekterte med pcDNA3.1+C-LGA-Streptactin-Blasticidin-plasmidet ble det pa-
vist ett band ved 50 kDa, og dette befant seg i brennen membran-protein-lysat. Igjen, korre-

sponderer storrelsen med LGA-Strep-komplekset.

I sammenheng med protein-isolering er det viktig & merke seg at mengden permeabilisering og
solubiliseringsbuffer vil vere avgjerende for protein-konsentrasjonen i endelig protein-isolat
fra disse. Det ble konsekvent brukt under halvparten sa lite solubiliseringsbuffer (som gav
membranlysat) som permeabiliseringsbuffer (som gav cytosoliske protein lysat (se seksjon
3.15). Hypotesen til prosjektet er at LGA fungerer som en MHC og dermed befinner seg i
membranen. Dermed var det ogsa enskelig at MPL var sa konsentrert som mulig, for & oke
sannsynligheten for at antistoffene ville binde LGA-GFP/Strep-kompleksene, og dette var
grunnen til at det ble brukt mindre solubiliseringsbuffer. Det kan ogsé tenkes at det generelt er

mindre proteiner i cellemembranen enn cytosol, og at det dermed ogsa er hensiktsmessig &
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bruke mindre solubiliseringsbuffer for & jevne ut protein-konsentrasjonen. For & detektere noy-
aktig proteinkonsentrasjon i proteinlysatene kan man benytte Bradford Protein Assay-metoden

(He, 2011).

Proteiner som blir uttrykt pa cellemembranen har ofte en spesifikk funksjon her, eksempelvis
transportprotein, enzym eller reseptor. Siden det viser seg at LGA og trolig andre L-linjegener
blir uttrykt her, er det naerliggende 4 tro at de har en antigenpresenterende funksjon. Det at LGA
er et pseudogen i CHSE, men SasaLGA likevel blir uttrykt pd membranen i transfekterte celler
kan komme av at den generelle strukturen til L-linjemolekyler er noksé lik, samt at det fleste
L-linjegener har en noksa relativt hey sekvensidentitet. Dette kan vere indikasjon pa at andre
L-linjegener ogsé blir uttrykt pA membranen i kongelaks, og muligens ogsa at LGA og andre

L-linjegener blir uttrykt pA membranen hos andre laksearter, eksempelvis atlantisk laks.

Innledningsvis ble det nevnt at siden L-linjegener har bindingsseter som, in silico, blir karakte-
risert som hydrofobe, kunne det tenkes at de hadde en lignende funksjon som menneskers ikke-
klassiske MHC klasse I CD1-molekyler ((Godfrey, Uldrich, McCluskey, Rossjohn & Moody,
2015). Hos mennesker presenterer CD1-kompleksene lipider til ukonvensjonelle T-celler. Si-
den fiskens immunforsvar er forlaperen til menneskets, kan det tenkes at L-linjegene hos fisk
er opphavet til CD1 kompleksene hos menneskene. Pa lik linje med fiskens diversitet av L-
linjegener, er ogsd CD1-gruppen hos mennesker mangfoldig, og som nevnt innledningsvis har
CDI1-gruppen flere gener: CD1a, CD1b, CDlc, CD1d og CD1e(E. J. Adams & Luoma, 2013;
Brigl & Brenner, 2004). Det er forslatt at hver gruppe CD1-molekyler har ulik funksjon, og
presenterer ulike antigener (Ly & Moody, 2014). Hos mennesker har CD1d-genet vist seg &
vare uttrykt 1 flere celletyper enn de andre genene, samt at den er mer polymorft (Huang &
Moody, 2016). I tillegg til pattedyr har CD1 gener blitt funnet i fugler (Miller et al., 2005) og
reptiler (Salomonsen et al., 2005). Det er viktig & merke seg at CD1 ikke er funnet i fisk, men
det er fristende & spekulere i om L-linjegener har en lignende funksjon som CD1, selv om de

ikke har evolusjonert slektskap.

Merk at selv om vére western blot indikerer at LGA er membranbundet, gir ikke dette svar pa
hvordan LGA er inkorporert i cellemembranen og hvorvidt det vender innover eller utover. Det
er ogsd mulig at LGA er forankret i membranen til endosomale vesikler. Et eksempel pa ikke
klassisk MHC klasse I molekyler som blir prosessert slik er menneskers CD1e, som i kontrast

til alle andre CD1-gener, utelukkende trafikkerer mellom cellens endosomale nettverk, for det
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spaltes til & bli et loselig protein(Facciotti et al., 2011; Ly & Moody, 2014). CDle er dermed
aldri uttrykt pa plasmamembranen og kan dermed heller ikke fungere som et antigenpresenter-

ende molekyl.

Dersom forseket pd & produsere LGA-spesifikke polyklonale antistoffer hadde vert vellykket
kunne vi brukt disse pa levende/fikserte Sasa-LGA-uttrykkende celler, og videre brukt sekun-
dere geit anti-kanin antistoffer med pafelgende flowcytometri. Hadde det blitt detektert fluor-
essens da, kunne man beviselig konkludert med at LGA-komplekset sitter pa cellens overflate,

vender utover, og muligens har en funksjon som innebarer interaksjon med andre celler.

De polyklonale antistoffene var ikke LGA-spesifikke, men det finnes imidlertid en annen me-
tode vi ogsa kunne brukt for & detektere hvordan LGA ligger i membranen, nemlig en snorkel-
tag. Snorkelproteiner har en beyd form, som en snorkel, og dersom man hadde plassert taggen
iden cytoplasmiske delen av proteinene, ville taggen vendt ut mot det ekstracellulaere rom, hvor

det kan bli detektert med kommersielt tilgjengelige antistoffer (Brown et al., 2013).

5.4 Utvikling og karakterisering av anti-SasaLGA polyklonale anti-

stoffer

Forstaelse av proteiners biologiske funksjon er essensiell og i denne sammenheng er antistoffer
kraftfulle verktey, som muliggjor funksjonelle studier med mal om 4 identifisere og kvantifisere
cellers proteiner, samt & identifisere og sortere ulike celletyper. Dessverre er studier pé fiskens
immunologi prege av mangelen pa tilgjengelige antistoffer og mange dérlig karakteriserte an-
tistoffer (Dixon, Barreda & Sunyer, 2018). Per i dag er det ingen tilgjengelige antistoffer for
noen av de mange ikke-klassiske MHC klasse I L-linjekompleksene som fisk har. Dermed ble
det gjort et forsek pé & produsere anti-LGA spesifikke polyklonale antistoffer gjennom en pep-
tid-immuniseringsstrategi, der peptider ble konjugerte med KLH og injiserte i RSAM.

SasalLGA-peptidet som ble brukt i immununseringen var valgt ut med hensyn pé dens fysiske
tilgjengelighet i en predikert strukturmodell av LGA, og den er lokalisert i starten av den andre
alfaheliksen i det predikerte antigenbindingssete til LGA. I et forsek pd & bestemme spesifisi-
teten til vart potensielle anti-LGA polyklonale antistoffer ble det gjennomfoert flere western

blots med LGA-eGFP proteiner som positiv kontroll.
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Ved a bruke helt kaninserum fra den immuniserte kaninen, fremkommer det at RSAM1 binder,
trolig uspesifikt, til mange proteiner fra CHSE (fig 13E). Merk at dette er helt serum og ikke
rensende antistoffer, noe som gjor at det er mange andre proteiner til stede i serumet. Sannsyn-
ligheten for uspesifikke bindinger er derfor hey. Det kan midlertid se ut til at noe i RSAM1
bandt seg til et protein ved 70 kDa i testbronn med membranlysat fra LGA-eGFP-transfekterte
CHSE-celler. Det ble senere bekreftet ved hjelp av anti-GFP at denne bindingen var uspesifikk,
siden det ble dannet to bdnd noksé nert hverandre (forventet & overlappe dersom anti-LGA var
spesifikk). Dette tyder pa at RSAMI har bundet uspesifikt til et annet protein som tilfeldigvis

har omtrent samme storrelse som LGA/GFP-komplekset.

Béde helt serum og Protein A-rensede Ig fraksjoner fra samme serum (RSAM?2) binder ogs4 til
ett protein med sterrelse pa rundt 40 kDa, som ikke ble observert ved RSAMO. RSAM har altsd
sannsynligvis produsert disse antistoffene som respons pa LGA-peptidet, noe som egker sann-
synligheten for at RSAM?2 binder andre L-linjegener. Det er imidlertid viktig & merke seg at
pre-immune serum som ikke har blitt utsatt for andre peptider eller adjuvanter. Serum fra dyr
som allerede har blitt injisert med en adjuvant alene hadde vert en mer passende kontroll. For &
finne ut neyaktig hva det er RSAM2-antistoffer har bundet til kan man gjer en immunopresipi-
tering etterfulgt av sekvensering av det rensende proteinener ved hjelp av massespektrometri,
for & bestemme proteinets identitet. I denne sammenheng er det ogsd viktig & merke seg, at
mens Onts-LGA trolig er et pseudogen i CHSE, har ogsa de andre L-linjegenene en predikert
storrelse pd 40 kDa. Dermed er det fristende & spekulere i om RSAM2 kanskje binder endogene
L-linjegener. Generelt har forskjellige L-linjegener innen en gitt art av laksefisk omkring 58-
87% matchende aminosyresekvenser (Svenning et al., 2019). Det kan dermed tenkes at RSAM
anti-LGA binder to ulike L-linjegener som er naturlig til stede i CHSE, eksempelvis LIA eller
potensielt LFA.
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6 Fremtidsaspekter for prosjektet

Fremtidige studier ber se nermere pa sammensetningen og den neyaktige cellulere plasse-
ringen til LGA. Ved 4 bruke anti-strep tac Il eller alternativt anti-GFP spesifikke antistoffer kan
et ko-immunopresipiteringsforsek utferes for & bestemme hvorvidt LGA er assosiert med et B2
mikroglobulin, eller ikke. Videre kan mer detaljert mikroskopisk analyse ved bruk av struktu-
rert illumineringsmikroskopi brukes til & underseke potensiell korresponderende lokalisering

mellom LGA og markerer for tidlige og sene endosomer/lysosomer (Nepal et al., 2020).

De nd etablerte stabile cellelinjene som overuttrykker SasalLGA-komplekset vil videre bli in-
kubert sammen med primerceller fra atlantisk laks for & undersgke eventuelle effektorresponser.
En lignende tilnerming lyktes i & belyse funksjonen til CD40L 1 atlantisk laks(Lagos, Iliev,
Helland, Rosemblatt & Jorgensen, 2012). Dersom LGA-komplekset presenterer antigener, kan
det tenkes at effektorcellene fra atlantisk laks responderer med a produsere cytotoksiske enzy-
mer, noe som kan detekteres via ekspresjonsstudier ved bruk av primere spesifikke for f.eks.
granzyme A, granzyme K og perforin. Eventuelt kan man prove & infisere de transfekterte cel-
lene med SAV pé forhénd for & vere sikre pa at noe blir presentert pA MHC-kompleksene

(dersom de har denne egenskapen).
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7 Konklusjoner

LIA hos kongelaks, i likhet med LIA 1 atlantisk laks, blir oppregulert ved interferonsti-
mulering, noe som indikerer at LIA har en viktig biologisk, evolusjonert konservert
funksjon. Interferonene som oppregulerer LIA i CHSE-celler mest effektiv er IFN-a,
IFN-b og IFN-y, og oppreguleringen blir imidlertid enda heyere ved kostimulering med
IFN-y og IFN-a.

I likhet med hva som er observert med in vitro forsek med atlantisk laks blir Onts-LIA
oppregulert ved in vitro SAV3 infeksjon i CHSE-celler.

CHSE-celler uttrykker ikke predikert funksjonelle LDA, LCA, LNA, og i tillegg er
LGA, som er et predikert pseudogen i1 kongelaks ikke uttrykt i CHSE-celler.

SasalLGA blir prosessert til cellemembranen, noe som indikerer at det er involvert i an-
tipresentasjon og/eller interaksjoner med ligander.

Stabile overuttrykkende Sasa-LGA har blitt etablert og den optimale blasticidinkonsen-
trasjonen for & vedlikeholde disse er 2 pg /ml. Det ser ogsé ut til at CHSE-celler er
resistente mot G-418.

Mens polyklonale antistoffer spesifikke for LGA ikke ble dannet, binder Protein A ren-
sede immunoglobuliner fra LGA-peptid immunisert kanin til to proteiner av ukjent art

1 CHSE-celler.
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9 Appendix

9.1 Primerliste

Alle primere produsert av Sigma-Aldrich®.

Primer Sekvens
F: 5 —CCCCTCCAGGACGTTTACA-AA -3
EFla R: 5 —CACACGGCCCACAGGTACA -3
F: 5 -AGTTCCAGACTGCGTTTCC -3
QA nsPl B 5 GGTAGCCAAGTGGGAGAAAG -3°
F: 5 —GATGCTGCACCTCAAGTCCTATTA -3
MX%  R: 5°_CGGATCACCATGGGAATCTGA -3
F: 5 —TCAGACCTGAGGTATCGCTTTA-3"
Otsh LA B 5~ AGCATCTGTGGACAGTAATAAG -3
F:5 —CAGCTCTGATCATGGAAAA -3
O-tsh LNA - b S T ARGATATTCTCTCCTCACCCCA =3
F: 5 - CACAAAAACCAAGGACGATGAA -3
0.tsh LGA1
R: 5 -TGGTGCTTCAGTTCAACTGATCTG -3
F: 5 GGCAAGCAACTGAAAGAACAC- 3~
OtshlDA 2T 5~ CTCTCCGCATCACAAAGTTCT - 3°
F: 5 - ATTATGTACAACCACATGAAG - 3~
0.tsh LCA

R: 5 -GAAGATAAGAACGGAGATTTTG- 3~
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9.2 Maskiner

Maskiner

Produsent

Countess™ Il FL Automated Cell Counter

Invitrogen™ (katalognummer: 15311986)

NanoDrop 1000 Spectrophotometer

Thermo Scientific™

Odyssey® CLx Infrared Imaging System

LI-COR® Biosciences

PowerPac™ Basic Power Supply

Bio-Rad

Amaxa™ Nucleofector™ lI

Lonza

Gel documentation systems, VWR® Smart3

and Smart3 EZ

VWR™ Collection

Biorad PowerPac 200 Electrophoresis Power

Supply

Bio-rad

7500 Fast Real-Time PCR

Applied Biosystem

9.3 Kit
Kit Produsent Katalognummer
Mem-PER™ Plus Membrane 89842
Thermo Scientific™
Protein Extraction Kit
RNeasy® Mini Kit Qiagen ® 74104
TagMan™ Reverse Transcription
Invitrogen™ N8080234
Reagents
Pierce™ Protein A IgG Purifica- 44667
Thermo Scientific™
tion Kit
GenElute™ Endotoxin-free Plas- Sigma-Aldrich® PLED35
mid Midiprep Kit
Lonza VVCA-1002

Cell Line Nucleofector™Kit T
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9.4 Reagenser

Reagens Produsent Katalognummer
Leibovitz's L-15 Medium Gibco™ 11415064

- . . 15140122
Penicillin-Streptomycin (10,000 U/mL) Gibco™
S1810 Fetal Bovine Serum
(FBS) South America Biowest $1810-100

Trypsin-EDTA solution

Sigma-Aldrich®

T4049-100ML

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline w/o

. . — Biowest
Magnesium, w/o Calcium Sterile Fil- L0615-500
tered (PBS)
Countess™ Cell Counting Chamber Slides Invitrogen™ C10228
Trypan Blue Stain (0.4 %) for use with the .
Invitrogen™ T10282
Countess™ Automated Cell Counter
Stellar™ Competent Cells Takara 636763
TopVision Agarose Thermo Scientific™ R0491
Thermo Scientific™ SM 1551
GeneRuler 50 bp DNA Ladder
SM0371
FastDigest Hindlll Thermo Scientific™ FDO504
Fast Digest Buffer (10X) Thermo Scientific™ B64
FastDigest BamHI Thermo Scientific™ FDO054
Ethidium bromide solution E8751 Sigma-Aldrich® E8751-25G
TAE Buffer (Tris-acetate-EDTA) (50X) Thermo Scientific™ B49
. . Invitrogen™
Bolt™ 4-12 % Bis-Tris Plus 1.0mmX10 well NWO04120BOX
SeeBlue™ Plus2 Pre-stained Protein Standard | Invitrogen™ LC5925
; . Invitrogen™
MagicMark™ XP Western Protein Standard LC5603
Li-Cor®
Chameleon® Duo Pre-stained Protein Ladder ot
Novex™ Tris-Glycine SDS Running Buffer Invitrogen LC2675
(10X)
Nitrocellulose Membrane, 0.45 um, 30 cm x o
Thermo Scientific™ 88018

35m
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Ponceau S Solution Sigma-Aldrich® P7170
Invitrogen™
NuPAGE™ Transfer Buffer (20X) NP0006
SuperBlock™ (TBS) Blocking Buffer Thermo Scientific™ 37535
Pierce™ 20X TBS Buffer Thermo Scientific™ 28358
SuperSignal™ West Pico PLUS Chemilumines- o
Thermo Scientific™ 34580
cent Substrate
Tween 50
Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline w/o .
. . L Biowest
Magnesium, w/o Calcium Sterile Fil- L0615-500
tered (PBS)
Bovine Serum Albumin . .
. Sigma-Aldrich® A9647-100G
heat shock fraction, pH 7, 298%
Coomassie Brilliant Blue G-250 Dye Thermo Scientific™ 20279
Halt™ Protease Inhibitor Cocktail (100X) Thermo Scientific™ 78430
Fast SYBR™ Green Master Mix Applied Biosystems™ 4385612
Reaction Buffer with MgCl, for DNase | (10X) | Thermo Scientific™ B43
DNase I, RNase-free (1 U/uL) Thermo Scientific™ ENO521
EDTA (0.5 M), pH 8.0 Thermo Scientific™ R1021
Water, RNase-Free, DEPC Treated, Molecular o J70783.AC
. Thermo Scientific™
Biology Grade, Ultrapure
MicroAmp Fast 96-well Reaction Plate (0.1 . .
Life Technologies 4346907
mL)
Tween 20 ® Sigma-Aldrich® P2287
Stellar™ Competent Cells Takara 636766
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9.5 Volumer i cDNA-syntese
Volumer av reagenser i TagMan™ Reverse Transcription Reagents-kitet brukt til

cDNA-syntese.

Reaktant Volum i hver prgve
10xRT Buffer 2 ul
MgCl 1,4 ul
19mM dNTP 4 ul
Random Hexameres 1l
RNase inhibitor 1l
Megascript 1l
Dnase treated RNA 9,6 ul
Total mastermix i hver prgve 20 ul
9.6 Antistoffer
9.6.1 Primaere antistoffer
Katalog-
Navn Vert Reaktivitet Produsent
nummer
THE™ NWSHPQFEK Tag An- . .
tibody, mAb, Mouse (IgG1, | MuSmo- | Twin Strep-Tactin | - ioto | p017325
<) noklonal Il tag (strep-tag)
. . Green Fluores-
ﬁng—SFP antibody [LGB-1] nMoislomn:I_ cent Protein Abcam® ab291
8 (GFP-tag)
9.6.2 Sekundaere antistoffer
Navn Vert Reaktivitet | Produsent Farge
IRDye® 680RD Goat anti- Geit mono- Rad (vises som
Mus IRDye®
Mouse IgG (H + L) klonal graifig 13)
IRDye® 680RD Goat anti-
Geit mono-
Rabbit IgG Secondary Anti- Kanin IRDye® Grgnn
klonal
body (H+L)
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9.7 Gjennomfgarte transfeksjoner

9.7.1 Transfeksjoner med pcDNA3.1+C-LGA-eGFP

Celler per trans-

feksjon oppgitt i Antall transfeksjo-
Formal
millioner ner

18.11.21 1,75 5 Transient til western med anti-GFP

Transient til western med RSAMO,
10.01.22 4 5

RSAM1 og RSAM2

11.03.22 2,3 4 Transient western med anti-GFP

9.7.2 Transfeksjoner med pcDNA3.1+C-LGA-Streptactin-Blasticidin

Celler per trans-

feksjon oppgitt i Antall transfeksjo-
Formal
millioner ner
4 3 transfeksjoner Forsgk pa a etablere stabile cellelinjer
med plasmid med 2 ulike blastidinkonsentrasjoner,
15.02.22
3 mock-transfeksjo- samt utsette mocktransfekterte celler
4
ner, uten plasmid for samme konsentrasjon.
Transient transfeksjon med nytt plas-
28.02.22 4 5
mid, brukt til 8 sjekke anti-strep.
Forsgk pa a etablere stabile cellelinjer
07.03 1,5 4

med 4 ulike blastidinkonsentrasjoner.
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9.8 Immuniseringstimeplan RSAM

Dato

Immunisering

Mengde

Blgdning

Referert til som

28.06.2021
27.08.2021
23.09.2021
21.10.2021
01.11.2021
03.11.2021
18.11.2021

29.11.2021

200 pg +FCA
200 pg +FIA
100 pg +FIA

200 pg +FIA

Pre

+2v
ELISA-assay

IV+2v+final blgd-

ning

RSAMO

RSAM1

RSAM2

9.9 ELISA av RSAM

Agrisera

st 57Ok Group €%

Antigen: SsLGA (73-85)

3

£

c

8 21

©w

-

«©

o

o

c

«©

£

8 1

E-3

<
0 T T T
100 1000 10000 100000

Dilution

e Immune: Sam (K)/21EF 329, SsLGA(73-85)
----- Pre: Sam (K)/21EF 329, SsLGA(73-85)

General information:
Titer expressed by ELISA test measures roughly a level of antibodies in serum/IgY.
In your test system please use initial dilution of 1: 1000 and adjust it accordingly.

If there is no signal in your test system, please contact us immediately: support@agrisera.com

Titer should not be confused with sensitivity — affinity, which cannot be measured for polyclonal antibodies.

Antibodies present in low levels in serum/IgY can still possess a valuable reactivity in different techniques against a target protein/peptide.
ELISA test has been done using:

ELISA plate: ELISA plate High Binding 82.1581, Sarstedt.

Plate coating: free peptides 0.004 mg/ml, proteins 0.002 mg/ml.

Dilution range of serum: 1:121 — 1: 161 051

Dilution range of IgY: 1:11 — 1: 14 641 (First point 0.45 mg/ml)

Secondary antibodies: Goat anti-rabbit IgG (H&L), HRP conjugated (Agrisera product number: AS09 602) 1:20 000, Rabbit anti-chicken IgY (H&L),
HRP conjugated (Agrisera product number: AS10 1489) 1:20 000, Rabbit anti-goat IgG (H&L), (Agrisera product number AS09 605) 1:20 000,
Rabbit anti-mouse IgG (H&L), HRP conjugated (Agrisera product number AS09 627) 1:20 000, Goat anti-rat IgG (H&L), HRP conjugated (Agrisera
product number: AS10 1187) 1:20 000

Reaction development: TMB-HRP (Agrisera product number AS15 TMB-HRP)
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