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Sammendrag

Pankreassykdom (PD) forarsakes av salmonid alfavirus (SAV) og er den mest alvorlige
virussykdommen for norsk lakseoppdrett. Sykdommen har de siste drene fgrt til store
gkonomiske tap i neeringen, samt fiskevelferdsmessige problemer. Den viktigste
faktoren for a bekjempe fiskesykdommer er forebyggende tiltak, der vaksinering av
fisken er et av de viktigste tiltakene. I Norge finnes det godkjente virusvaksiner, ogsa
mot PD, men disse gir kun begrenset beskyttelse. Robertsen’s forskningsgruppe
undersgker om interferoner (IFN) kan benyttes til a forebygge virusinfeksjoner hos
atlantisk laks (Salmo salar L). IFN blir produsert og skilt ut fra virusinfiserte celler der
de binder seg til reseptorer pd andre celler, som initierer produksjon av antivirale
proteiner. IFN hos laks har lav sekvenslikhet og binder seg til ulike reseptorer, dette
tyder pa at de har forskjellige funksjoner i fisken. Denne oppgaven hadde to hovedmal.
Fgrst ble det undersgkt om intramuskuleer (i.m) injeksjon av IFN-plasmider (pIFN)
kodet med gen for IFNa, IFNb eller IFNc fgrte til produksjon av antiviralt Mx-protein i
eksokrin pankreas. Pankreas ble undersgkt da dette er et av madlorganene for SAV.
Videre ble det undersgkt om IFN-plasmidene ga beskyttelse mot SAV3-infeksjon hos
laks.

Det ble med kvantitativ RT-PCR (qPCR) vist at [FNb og szerlig IFNc ga et gkt uttrykk av
Mx-mRNA i pankreas en og to uker etter i.m. injeksjon av p-IFN. Immunohistokjemi ble
benyttet til & detektere Mx-protein i pankreas to og ti uker etter i.m. injeksjon av p-IFN.
Kun IFNc induserte uttrykk av Mx-protein i eksokrine celler i pankreas to uker etter i.m.
injeksjon. Ti uker etter injeksjon ble det detektert uttrykk av Mx-protein i eksokrine
celler bade fra fisk injisert i.m. med IFNb- eller IFNc-plasmid. IFNc ga et sterkere uttrykk
av Mx-protein sammenlignet med IFNb. For & undersgke om p-IFN ga laks beskyttelse
mot SAV-3 infeksjon ble kvantitativ virusmengde i blod malt med qPCR en uke etter
infeksjon. I tillegg ble histopatologiske forandringer i virusets malorganer undersgkt tre
uker etter infeksjon. IFNb og IFNc ga henholdsvis signifikant og meget signifikant lavere
virusmengde i blod sammenlignet med kontrollgrupper. Alle fisker injisert med IFNa-
plasmid eller IFNb-plasmid hadde uttalte forandringer i pankreas og hjerte etter SAV-
infeksjon. I motsetning hadde majoriteten av fisk injisert med IFNc-plasmid bare
moderate forandringer i hjerte og pankreas. Resultatene indikere at [FNc kan benyttes

til & gi gkt beskyttelse mot SAV-3 virus.
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Introduksjon

1 Innledning

1.1 Bakgrunn

Virussykdommer utgjgr en av de stgrste utfordringene for oppdrett av atlantisk laks
(Salmo salar L.). 1 Norge er kontroll av virussykdommer nedfelt i forskrifter som
omfatter forebygging, begrensning og bekjempelse av smittsomme sykdommer.
Smitteforebyggende tiltak som soneinndeling, generasjonsskille, utslakting og
brakklegging, og regelmessig renhold av utstyr benyttes for & hindre smittespredning
av infeksigse mikrober, som virus. Ved gkt dgdelighet eller mistanke om listesykdom
skal helsekontroll gjennomfgres slik at sykdom raskt kan pavises og bekjempes (FKD,
2008a, FKD, 2008b). Det er ogsa innfgrt avl av laks med gkt motstandsdyktighet mot
virus for a fa bukt pa sykdommen infeksigs pankreas nekrosevirus (IPNV) (Storset et al.,
2007). En av de viktigste faktorene for suksess og vekst innen lakseoppdrettsnaeringen
er effektive vaksiner (Brudeseth et al., 2013). Et godt eksempel pa dette er
bakterievaksiner. Pa grunn av effektive vaksiner anses ikke bakteriesykdommer, med
unntak av vintersar, som et problem i naeringen (Hastein et al., 2005, Borng og Lineaker,
2015). Det eksisterer derimot fa effektive vaksiner mot virussykdommer, noe som
skaper store utfordringer for oppdrettsnaeringen (Kibenge et al, 2012). Dette er
illustrert i Figur 1, som viser de viktigste virussykdommene i norsk oppdrett av
laksefisk. Her observeres en gkende trend av antall lokaliteter med pavist sykdom
fordrsaket av infeksigs lakseanemi (ILA), hjerte- og skjelettmuskelbetennelse (HSMB),
kardiomyopatisyndrom (CMS) og PD (Borng og Lineaker, 2015). Den mest
tapsbringende virussykdommen i norsk fiskeoppdrett forarsakes av salmonid alfavirus
(SAV) og fagrer til pankreassykdom (PD) hos laksefisk i sjg (Borng og Lineaker, 2015).
Gjennom soneforskrifter benytter Norge en tredelt bekjempelsesstrategi mot to ulike
varianter av viruset, SAV2 og SAV3. Forskriftene omfatter en rekke smittehygieniske
tiltak, i tillegg til rask utslakting og brakklegging av anlegg ved pavisning av sykdommen
i visse omrader (FKD, 2007, FKD, 2012, FKD, 2015). Kommersiell vaksine er ogsa
tilgjengelig som forebyggende tiltak, men denne gir kun en begrenset beskyttelse mot
PD (Jensen et al., 2012). Til tross for strenge tiltak og vaksinering er forekomsten av PD-
tilfeller hgy, noe som skaper store utfordringer for oppdrettsneering og forvaltning

(Borng og Lineaker, 2015).
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Virussykdommer i Norge

PD
150 “ILA
IPN
HSMB

CMS

Antall lokalitetermed pavist sykdom

Figur 1. Viktige virussykdommer hos laksefisk i Norge. Figuren viser antall nye lokaliteter med pavist sykdom
registrert ved Veterinaerinstituttet fra 2010 t.o.m 2014. Pankreassykdom(PD), infeksigs lakseanemi (ILA), infeksigs
pankreas nekrose (IPNV), hjerte- og skjelettmuskelbetennelse (HSMB) og kardiomyopati syndrom (CMS). Tabellen er
basert pa tall fra (Borng og Lineaker, 2015).

Atlantisk laks har i utgangspunktet et velutviklet medfgdt immunforsvar og er relativt
motstandsdyktig mot virussykdommer. Interferonsystemet utgjgr den viktigste
komponenten i fgrstelinjeforsvaret til laksen. Ved infeksjon vil vertsceller gjenkjenne
virus-RNA, dette setter i gang syntese og sekresjon av interferoner (IFN). Interferoner er
alarmproteiner som initierer produksjon av antivirale proteiner i friske vertsceller, som
hemmer videre virusreplikasjon. I oppdrett kan uheldige forhold som stress og infeksjon
svekke fiskens fgrstelinjeforsvar, og dermed gjgre den mer mottakelig for infeksjoner
(Robertsen, 2006, Robertsen, 2011). Robertsens forskningsgruppe undersgker om IFN
kan benyttes til & beskytte laks mot virusinfeksjoner. Gruppen har vist at intramuskuleer
(im.) injeksjon IFN-plasmid (pIFN) gir hgy beskyttelse mot infeksjon av infeksigs
lakseanemi virus (ILAV) i minst 8 uker (Chang et al.,, 2014). I denne oppgaven ble det
undersgkt om i.m injeksjon av ulike pIFN hadde evne til & beskytte laks mot infeksjon av

SAV3.
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1.2 Pankreassykdom (PD)

Pankreassykdom ble fgrst beskrevet i Skottland i 1976 og forarsaker sykdom hos
laksefisk i en rekke land i Europa (Munro et al,, 1984, McLoughlin og Graham, 2007).
Viruset er medlem av slekten alfavirus i familien Togaviridae. Til na er seks
undergrupper beskrevet, SAV1-SAV6 (Nelson et al.,, 1995, Fringuelli et al., 2008). I Norge
eksisterer to varianter, SAV2 og SAV3. Begge variantene er listefgrt pa liste 3- nasjonale
sykdommer og mistanke om sykdom er dermed meldepliktig (FKD, 2008a). Alvorlige
utbrudd av SAV3 er blitt diagnostisert hos atlantisk laks og regnbuegrret (Oncorhynchus
mykiss) pa Vestlandet de siste 20 arene, mens SAV2 ble fgrst detektert hos oppdrettslaks
i 2011 (Hodneland et al., 2005, Weston et al., 2005, Karlsen et al., 2006, Jansen et al.,
2010, Hjortaas et al, 2013). Variantene er geografisk distribuert i to separate,
endemiske soner; SAV3 forarsaker sykdom pa Vestlandet opp til Sunnmgre, mens SAV2
fordrsaker sykdom hos laks i Romsdalen, Nordmgre og Sgr-Trgndelag (Hjortaas et al.,
2015). Smitteforsgk tyder pa at transmisjon av virus skjer gjennom fiskens avfgring og
slim. Viruset spres horisontalt via vannmassene og kan dermed bli transportert over
store avstander. Modellering har vist at naerhet til anlegg med PD-utbrudd gker sjansen
for & fa utbrudd i eget anlegg (McLoughlin et al., 1996, Kristoffersen et al., 2009, Graham
et al, 2011). Virussykdommen fgrer til store gkonomiske tap. Aunsmo og medarbeidere
beregnet direkte kostander assosiert med PD-utbrudd til 14,4 millioner Kkroner.
Beregning var basert pa en lokalitet med 500 000 smolt, der produksjon ble redusert til

70% av salgbar biomasse (Aunsmo et al., 2010).

1.2.1 Sykdomsforlap

Smolt som tilbringer fgrste ar i sjgfase er mest utsatt for PD. Dgdeligheten varierer
betydelig, fra akutt hgy dgdelighet til lav dgdelighet som sprer seg over flere maneder.
En til to uker fgr sykdommen oppdages er det ofte et bratt fall i appetitt hos smittet fisk.
Dgdeligheten gker og fisker med klinisk sykdom oppholder seg ved kanten av merden,
ved overflaten eller hviler pa bunnen av nota (Crockford et al., 1999, McLoughlin et al,,
2002, Taksdal et al., 2007). Fiskene som har overlevd utbrudd vil etter en tid ga inn i
restitusjonsfase med gkt appetitt og aktivitetsniva. Restitusjonsfasen kan starte fra to

uker til tre maneder etter utbrudd, avhengig av miljgforhold og alvorlighetsgrad pa
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utbruddet. Fisken som ikke restitueres vil raskt miste vekt, bli mgrkfarget og
pinneformet (Mcvicar, 1987, McLoughlin et al.,, 2002). Marine SAV2-utbrudd resulterer
generelt i lavere dgdelighet der kliniske tegn er mildere sammenlignet med SAV3-

utbrudd (Taksdal et al., 2014, Borng og Lineaker, 2015, Jansen et al,, 2015).

1.2.2 patologiske endringer i vev

patologiske endringer i klinisk syk fisk karakteriseres med alvorlig tap av eksokrin
pankreas, samt nekrose og varierende grad av inflammasjon i hjerte- og skjellettmuskel.
Alvorlighetsgrad og distribusjon av patologiske skader vil variere avhengig av hvor i
sykdomsforlgpet prgvetakingen skjer (McLoughlin et al., 2002, Taksdal et al.,, 2007,
Christie et al., 2007). I sykdomsforlgpet vil ikke endringer i affiserte vev utvikles
synkront. Lesjoner i malorganene pankreas, hjerte og skjelettmuskel er delt opp i
fglgende faser: akutt, sub-akutt, kronisk og restitusjonsfase etter Tabell 1 (McLoughlin
et al., 2002, Taksdal et al., 2007).

Tabell 1. Forhold mellom organlesjon og utviklingsfase av PD. Tabell er hentet fra (Taksdal et al., 2007) og tillat
for bruk av Torunn Taksdal.

Stadium Pankreas Hjerte Muskulatur
Akutt + +/-

Sub-akutt + +

Kronisk + + +
Restitusjon -/+ -/(#) +

1.2.3  Pankreas

Patologiske undersgkelser viser at det fgrste organet som blir akutt skadet av SAV er
eksokrin pankreas, der det observeres akutt nekrose av eksokrine celler. Tidligere
forsgk har vist at det er vanskelig a detektere akutt stadium i utviklingsfasen da fasen er
relativt kortvarig. Overgangen til sub-akutt og kronisk fase observeres med alvorlig tap

av eksokrin pankreas. Infiltrasjon av leukocytter kan variere fra ingen inflammasjon til
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massiv inflammasjon av mononukleare celler (McLoughlin et al,, 2002, Desvignes et al,,
2002, Taksdal et al, 2007, McLoughlin og Graham, 2007, Xu et al, 2012a). I
restitusjonsfase observeres intakte eksokrine celler (Munro et al., 1984, Desvignes et al.,

2002, McLoughlin et al,, 2002).

1.2.4 Hjerte

Akutt fase i hjerte observeres samtidig som eller rett i etterkant av nekrose i eksokrin
pankreas. Endringer i hjerte omfatter fokal eller multifokal myocyttnekrose, der begge
lag i ventrikkel og atrium kan veere affisert. Patologiske endringer kan variere fra fokale
nekroser til omfattende diffus nekrose i hele hjertemuskulaturen. Affiserte celler har
pyknotisk (stadium i nekrose der cellekjerne kondenserer) cellekjerne. Cytoplasma i
affiserte celler er eosinofile (sterkt farget av det rgde fargestoffet eosin) og innskrumpet.
Grad av inflammasjon i form av leukocytter kan variere (Desvignes et al, 2002,
McLoughlin et al., 2002, Taksdal et al., 2007). I restitusjonsfase observeres hypertrofi
(forstgrrelse) av myocyttkjerner, saerlig i overgangen mellom kompakt og spongigst lag i

ventrikkelen (McLoughlin et al., 2002).

1.2.5 Skjelettmuskel

Det er vanlig & finne patologiske endringer i skjelettmuskel tre til fire uker etter at
skader i pankreas og hjerte er observert. Bade rgd og hvit muskulatur affiseres, oftest er
en hgyere andel av rgde muskelfibre skadet sammenlignet med hvite muskelfibre.
Skadene bestdr av degenerering i form av nekrotiske muskelfibre med sentral migrasjon
av muskelkjerner og inflammasjon i form av fagosyterende makrofager (McLoughlin og
Graham, 2007, Taksdal et al, 2007). I restitusjonsfasen observeres hypertrofi av
gjenveerende muskelkjerner assosiert med basofilt cytoplasma (Taksdal et al., 2007).
Sammenlignet med infeksjoner som forekommer naturlig er det ikke alltid at
patologiske forandringer observeres i skjelettmuskel ved eksperimentelle forsgk

(Murphy et al., 1995, Desvignes et al., 2002).
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1.3 Virusvaksiner

For a utvikle virusvaksiner eksistere det fire ulike vaksinekonsepter: levende attenuerte
vaksiner, rensede subenhet-vaksiner (proteiner eller glykoproteiner fra mikrober),
helvirusvaksiner og DNA-vaksiner (Sommerset et al., 2005a, Evensen og Leong, 2013,
Brudeseth et al, 2013). De fleste kommersielt tilgjengelige virusvaksiner bestar av
inaktiverte virus eller rekombinante subenheter fra virus. Bakdelen med disse er at det
er vanskelig a lage subenhet-vaksine med korrekt konformasjon mens det krever sveert
hgye doser av inaktiverte virus for a oppna tilstrekkelig beskyttelse (Sommerset et al.,

2005a).

DNA-vaksiner mot virus bestar av nakent plasmid-DNA (pDNA). DNA-vaksine injiseres
vanligvis i.m. hos fisk, der muskelceller tar opp pDNA som transkriberes til mRNA og
translateres til protein (Gillund et al, 2008). Etter injeksjon vil immunresponser i
hovedsak initieres av antigen-presenterende celler (APC), der profesjonelle APC som
makrofager og dendrittiske celler er sveert viktige for aktivering av adaptive responser
(Corr et al,, 1996, Doe et al., 1996). APC aktiverer T-celler, som videre aktivere B-celler.
Dette fgrer til antistoffproduksjon mot virusantigenet. I tillegg vil APC aktivere
produksjon av cytotoksiske T-celler som dreper virusinfiserte celler (Gillund et al,,
2008). Hos fisk er det vist at DNA-vaksiner raskt induserer en uspesifikk antiviral
aktivitet forarsaket av IFN type I-produksjon (IFNa og IFNb), etterfulgt av spesifikke

immunresponser (Kim et al., 2000).

DNA-vaksiner er svert lovende for a forebygge virussykdommer da de gir hgyere
beskyttelse enn inaktiverte vaksiner, subenhetvaksiner og helvirusvaksiner (Evensen og
Leong, 2013). DNA-vaksiner mot flere virussykdommer i fiskeoppdrett er prgvd ut, med
varierende resultater (Lorenzen et al, 1999, Tonheim et al, 2008). Den eneste
kommersielle DNA-vaksinen til fisk ble godkjent for salg i 2005 av Canadisk Byra for
Matsikkerhet (CFIA) og beskytter laks mot infeksigs hematopoetisk nekrose virus
(IHNV). Selv om vaksinen er hyppig brukt i Canada er det enda ikke rapportert utbrudd
av IHNV i vaksinerte populasjoner (Salonius et al, 2007, Kutzler og Weiner, 2008,
Evensen og Leong, 2013, Brudeseth et al., 2013). [ Europa er det enda ikke godkjent a

bruke DNA-vaksiner i akvakultur da det er behov for mer kunnskap om risikoaspekter
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som stabiliteten til pDNA, integrering av pDNA i kromosom og ugnskede immunologiske

reaksjoner (Gillund et al., 2008, Hglvold et al., 2014).

1.4 Rollen til interferon i det medfgdte immunsystemet

Det medfgdte immunsystemet fungerer som et fgrstelinjeforsvar mot potensielle
patogener. Systemet bestar av hudbarriere, fagocytter, dendrittiske celler, naturlige
drapsceller (NK-celler), cytokiner og plasmaproteiner, inkludert proteiner i
komplementarsystemet (Abbas et al., 2012). I forsvaret mot intracelluleere virus vil det
medfgdte immunsystemet reagere med a aktivere NK-celler, som dreper virusinfisert
celler, og via interferon type I (IFN-I) som blokkerer virusreplikasjon i vertscelle (Abbas
et al., 2012). Ved tilstedevaerelse av virus aktiveres reseptorer som uttrykkes pa
celleoverflater, i intracelluleere organeller, eller sekreters ut i blodstrgm. Aktivering av
reseptorer fgrer til flere typer medfgdte immunresponser som bidrar til & bekjempe

virusinfeksjon (Medzhitov og Janeway, 1997, Janeway og Medzhitov, 2002).

1.4.1 Reseptorer som gjenkjenner virus

Fisk har en rekke reseptorer som gjenkjenner potensielle patogener: Toll-lignende
reseptorer (TLR), RIG1- lignende reseptorer (RLR), NOD-lignende reseptorer (NLR) og
C-type lektin reseptorer (CLR) (Zhu et al., 2013). Her vil TLR og RLR beskrives naeremer

da de er viktige komponenter i virusforvaret.

TLRs er transmembranreseptorer som primeert aktiveres av nukleinsyrer. Hos
mennesker blir dobbeltradig-RNA (ds-RNA), enkeltradig-RNA (ss-RNA) og DNA fra virus
og bakterier gjenkjent at av TLR3, TLR7, TLR8 og TLR9 (Jgrgensen, 2014). I tillegg til
TLR-varianter som finnes hos mennesker er seks fiskespesifikke TLR identifisert:
TLR14, TLR19, TLR20, TLR21, TLR22 og TLR23 (Oshiumi et al., 2003, Meijer et al., 2004,
Jgrgensen, 2014). [ forsvaret mot virus er TLR3, TLR7, TLR8, TLR9 og TLR22 sentrale.
TLR3 gjenkjenner ds-RNA, TLR7 og TLR8 gjenkjenner ss-RNA, TLR9 gjenkjenner viralt
DNA og TLR22 gjenkjenner lengre segmenter ds-RNA. Alle TLR-reseptorene befinner
seg i endosomer i cellene, med unntak av TLR22 som befinner seg pa celleoverflaten

(Matsuo et al., 2008, Palti, 2011).
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RLR befinner seg i cytoplasma i de fleste celler hos pattedyr og bestdr av tre
medlemmer: RIG-I, MDAS5 og LGP2. RIG-I og MDAS gjenkjenner RNA fra virus og begge
har lik oppbygning med tre ulike domener, inkludert kaspaseaktivering og
rekruteringsdomener (CARDs) (Yoneyama et al.,, 2005, Saito et al.,, 2007, Loo og Gale,
2011). LPG2 mangler N-terminal med CARDs, men har ellers samme oppbygning som de
andre medlemmene. Rollen til LGP2 er trolig a regulere RIG-I og MDAS signalisering
(Yoneyama et al., 2005). Alle medlemmene av RLR er funnet i fisk, men i motsetning til
pattedyr er ikke hele signalveien kartlagt. De ulike RLR-medlemmene i fisk ser ut til 4 ha
samme funksjoner som hos pattedyr (Yang et al., 2011, Chang et al,, 2011, Rajendran et
al,, 2012, Zhu et al,, 2013).

Aktivering av virusreseptorer trigger flere signalveier som igjen regulerer aktivering av
ulike transkripsjonsfaktorer. Interferonregulatoriske faktorer (IRFs), som IRF3 og IRF7
er viktige transkripsjonsfaktorer for IFN-signalering, da de initierer IFN-produksjon

(Kumar et al,, 2011, Zhang og Gui, 2012).
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1.4.2 Interferoner

Etter syntese blir IFN-I skilt ut av virusinfiserte celler og fraktet med blodbanen til andre
celler der interferoner binder til CRFB-reseptorer. Dette trigger signaltransduksjon
gjennom JAK-STAT-signalveien som igjen fgrer til produksjon av antivirale proteiner
(Samuel, 2001, Robertsen, 2006, Svingerud et al, 2012). Figur 2 illustrerer

mekanismene for induksjon av IFN-I og effekten av IFN-I.

Jak/STAT
pathway

Figur 2. Skjematisk oversikt av type I IFN-signalvei. Virusinfisert celle har virusreseptorer pa celleoverflaten
(TLR22), i transmembranen til endosomer (TLR 3/7/8/9) og i cytoplasma (RIG-I og MDAS). Virusreseptorene
gjenkjenner viralt RNA/DNA, aktivering av reseptorer trigger signalveier som resulterer i produksjon av IFN via
interferon regulatoriske faktorer. IFN fraktes med blodbane og binder til CRFB -reseptor som aktiverer Jak/STAT-
signalvei. Dette vil videre initierer uttrykk av flere hundre interferonstimulerte responselementer, deriblant antiviralt
Mx-protein. Figur er hentet fra Jgrgensen, 2014, og tiltatt for bruk av Jorunn Jgrgensen.

Basert pa ulik struktur og funksjon er interferoner delt inn i tre grupper hos vertebrater:
IFN type I (IFN-I), IFN type II (IFN-II) og IFN type III (IFN-III). Hos mennesker er det
funnet mange gener for IFN-I, disse inkluderer tretten IFNa-gener, et IFNf-gen og et
I[FNw-gen, mens det bare er funnet et gen for IFN-II og [FN-III: henholdsvis IFNy-gen og
IFNA-gen (Platanias, 2005, Iversen og Paludan, 2010). IFN-I og IFN-III er viktigst i det
medfgdte immunforsvaret, mens IFN-II er viktigst i det adaptive immunsystemet
(Robertsen, 2006). Hos laks er det identifisert 13 IFN-gener av IFN-], der genene koder
for fire ulike IFN undergrupper; IFNa (tre gener), IFNb (fire gener), IFNc (fem gener) og
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IFNd (et gen). IFNa og IFNd har en disulfidbinding, mens IFNb og IFNc har to
disulfidbindinger. De ulike undergruppene har kun 22-37% sekvenslikhet og viser store
forskjeller i celluleert utrykk og antiviral aktivitet. (Sun et al.,, 2009, Svingerud et al,,
2012). In vitro-forsgk har vist at IFNal og IFNc har sterk antiviral aktivitet mot IPNV,
der begge IFN induserte like transkripsjonsnivaer av antivirale gener som Mx og ISG15.
IFNb hadde ogsa antiviral aktivitet mot IPNV, men ga lavere beskyttelse og lavere
uttrykk av antivirale gener. IFNd induserte ikke antiviral aktivitet mot IPNV i cellelinjer
(Svingerud et al., 2012). Det er ogsa vist at [FNa, IFNb og IFNc har sterk, men kortvarig
antiviral aktivitet mot ILAV i cellekultur (Svingerud et al., 2013). In-vivo studier har vist
at [FNa kun har lokal virkning i laks, mens IFNb og IFNc gir systemisk oppregulering av
antivirale gener (Chang et al,, 2014).

[ tillegg til & initiere produksjon av antivirale proteiner er det vist hos pattedyr at [FN-I
har en viktig rolle i & igangsette apoptose av virusinfiserte celler ved a stimulere til
cytotoksisk aktivitet hos NK-celler (Biron et al., 1999). IFN-I har ogsa vist seg a veere et
viktig ledd mellom det medfgdte og adaptive immunsystemet ved & stimulere modning
av dendrittiske celler, samt & gke B- og T-celleresponser (Tough, 2004, Le Bon et al,,

2006).

1.4.3 Interferon reseptorer

Hos pattedyr bestar IFN-I-reseptorer (IFNAR) av to subenheter: IFNAR1 og IFNAR2,
som begge tilhgrer cytokin klasse II reseptor familien (CRFB). Aktivering av reseptorer
farer til transfosforylering og aktivering av TYK2- og JAK1-kinase, disse aktiverer videre
transkripsjonsproteinene STAT1 og STAT2. Ved aktivering vil disse vandre til nukleus
der de assosieres med IRF-9 og danner transkripsjonsfaktorkomplekset ISGF3.
Komplekset aktiverer transkripsjoner av antivirale gener ved & binde til
interferonstimulerte responselementer (ISRE) pa promotorer til interferonstimulerte
gener (Samuel, 2001, Robertsen, 2006, Zou og Secombes, 2011). Til forskjell fra
pattedyr, der alle IFN-I binder til IFNAR1 og IFNAR2, viser studier utfgrt pa zebrafisk at
IFN-I hos beinfisk binder til ulike reseptorer basert pa antall disulfidbindinger. IFN med
en disulfidbinding binder seg til reseptor bestaende av CRFB1 og CRFB5, mens IFN med

10
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to disulfidbindinger, binder seg til reseptor som bestar av CRFB2 og CRFB5 (Aggad et al,,
2009). Det er nylig vist at atlantisk laks har et stgrre antall av CRBF-reseptorer enn bade
mennesker og zebrafisk (Sun et al, 2014). Alle ngkkelkomponentene i Jak-STAT-
signalvei er identifisert i genomet til beinfisk, blant annet er tre gentranskripter av
STAT1 funnet i laks. Det er dermed sannsynlig at uttrykk av ISG induseres via Jak/STAT-
signalvei pa samme mate som hos pattedyr (Stein et al., 2007, Skjesol et al., 2010, Zhang
og Gui, 2012).

IFN-I signalering via JAK/STAT-signalveien fgrer til uttrykk av flere hundre IFN-
stimulerte gener (ISGs), som skaper en antiviral tilstand i celler. Mange ISGs har en
direkte antiviral funksjon hos pattedyr, men funksjonen til de fleste ISGs hos fisk er enda

ikke kartlagt (Jgrgensen, 2014).

1.4.4 Antivirale proteiner indusert av interferoner

Det er funnet effektorfunksjoner til flere antivirale proteiner hos pattedyr, disse
hemmer virus pd ulike replikasjonsstadier. PKR er et antiviralt protein som ved
aktivering av ds-RNA fra virus, hemmer elongeringsfaktoren elF-2Za. Denne
elongeringsfaktoren kreves for initiering av translasjon, dermed vil PKR hemme
translasjon av viralt-mRNA (Garcia et al., 2006). Oppregulering av et PKR-lignende gen
(PKZ) er funnet i laks ved behandling med IFN. PKZ er kapabel til & fosforylisere med
elF-2q, dette er en indikasjon pa at PKZ hos laks har samme rolle i antiviralt forsvar som
PKR har hos pattedyr (Bergan et al., 2008). ISG15 kan danne kovalente bindinger med
virus- og vertsproteiner og dermed modulere funksjonen til disse. Proteinet finnes ogsa
i fri form hvor den fungerer som cytokin, blant annet ved a stimulere til proliferering av
NK-celler (D'Cunha et al., 1996, Ritchie og Zhang, 2004). ISG15-protein er funnet i laks,
der det er vist en sterk induksjon av proteinet ved virusinfeksjon og behandling av I[FN
og ds-RNA. Dette kan tyde pa at ISG15 i laks har samme funksjon som hos pattedyr
(Rgkenes et al., 2007). Viperin hemmer influensavirus i siste steg av replikasjonssyklus
ved 3 forstyrre transportsystemet i endoplasmatisk retikulum som transporterer virus
over til plasmamembran (Wang et al., 2007). Det er vist kraftig gkning av viperin ved a
infisere makrofaglignende lakseceller med ILAV, noe som indikerer antiviral aktivitet

hos laks (Workenhe et al., 2009).
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1.4.5 Antiviralt Mx-protein

Mx-proteiner er dynaminlignende proteiner med GTPase-aktivitet som hovedsakelig
induseres av IFN-I og IFN-III hos mange typer vertebrater, inkludert fisk (Nygaard et al,,
2000, Haller og Kochs, 2002, Haller et al., 2007). Menneskeceller uttrykker MxA og MxB,
begge er lokalisert i cytoplasma, hvor kun MxA har antiviral aktivitet mot et bredt
spekter av virustyper (Kochs og Haller, 1999, Gordien et al., 2001, Haller et al., 2007).
Mx-protein er klonet fra flere fiskearter, og i likhet med pattedyr uttrykkes Mx-proteiner
enten i nukleus eller pankreas (Trobridge et al., 1997, Nygaard et al., 2000, Robertsen,
2006). Det er identifisert tre ulike Mx-proteiner hos atlantisk laks: ASMx1, ASMx2 og
ASMx3, som alle uttrykkes i cytoplasma (Robertsen et al., 1997, Larsen et al., 2004). Den
antivirale effektormekanismen til Mx-protein er enda ikke fullstendig Kklarlagt
(Workenhe et al., 2010, Lester et al., 2012), men dett er vist at cellebeskyttelse mot IPNV
og ILAV korrelerer med interferonindusert uttrykk av Mx-protein. Dette viser at
proteinet har sterk antiviral aktivitet hos laks (Nygaard et al., 2000, Jensen et al., 2002b,
Larsen et al., 2004).

1.5 Interaksjon mellom SAV og IFN-systemet hos laks

1.5.1 induksjon av IFN og antivirale proteiner ved SAV-infeksjon

[ hgyere vertebrater er det vist at IFNa/[3- signalveien har en ngkkelrolle i beskyttelse
mot alfavirus (Aguilar et al., 2005, Zhang et al., 2007). In vitro- og in vivo-forsgk har
demonstrert rask transkripsjon av IFNa etter SAV-infeksjon i lakseceller/laks (Gahlawat
et al., 2009, Xu et al, 2010, Xu et al, 2015, Herath et al, 2013). SAV-infeksjon i
cellekultur viser i tillegg sterk induksjon av mange antivirale gener, blant annet TRIM,
PKR, viperin, ISG15 og Mx. Proteinniva av Mx er ogsa hgyt etter SAV-infeksjon (Gahlawat
et al,, 2009, Xu et al,, 2010, Herath et al,, 2012, Xu et al,, 2015). In vivo-forsgk viser at
SAV3-infeksjon i atlantisk laks gir hgy oppregulering av mRNA for IFNa og IFN-
stimulerte gener som ISG-15 og Mx i malorganer til SAV to uker etter smitte (Xu et al.,

2012a).
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1.5.2  Effekt av IFN pd replikasjon av SAV i cellekultur

IFN har en sterk hemmende effekt pa SAV-replikasjon i celler. Dette er vist ved a tilfgre
antistoff mot IFNal i cellekultur smittet med SAV, der replikasjon av virus ble fremmet
(Sun et al, 2011). For @ oppnd en inhiberende effekt mot virusinfeksjon av SAV er
behandlingstidspunktet av stor betydning. Behandling med rekombinant IFNa 4 til 24
timer fgr SAV3-infeksjon induserte antiviral respons i cellekultur. Responsen fgrte til en
markert inhibering av virusreplikasjon og beskyttet cellene mot cytopatisk effekt.
Derimot ble det ikke vist beskyttelse mot SAV3 dersom cellekultur ble behandlet med

IFNa pa samme tidspunkt som smitte skjedde (Xu et al., 2010).

Mange virus har utviklet mekanismer for @ motvirke vertens bekjempelsesapparat. IFN-
systemet blir blokkert ved & hemme induksjon av IFN, blokkere proteiner i Jak/STAT-
signalvei eller hemme antivirale effektorproteiner (Weber og Haller, 2007). Ulike
studier har vist at alfavirus ogsa kan blokkere IFN-signalering (Simmons et al., 2009,
Simmons et al., 2010). Tidligere undersgkelser viser at SAV-3 kan replikere in vitro, selv
med sterk IFN-respons, men grunnen til dette er ukjent. En arsak kan veere at SAV3
infeksjon fgrer til nedregulering av flere gener i vertscelle, noe som kanskje kan bidra til

a gke virusreplikasjon (Xu et al,, 2015).

1.6 Effekt av IFN-I pa virusinfeksjon hos laks in vivo.

IFN sin beskyttende effekt for laks mot ILAV er testet alene og som adjuvant i DNA-
vaksine (Chang et al., 2014, Chang et al., 2015). I.m. injeksjon med IFNa-plasmid, [FNb-
plasmid eller IFNc-plasmid viste store forskjeller i grad av beskyttelse mot ILAV, der
grad av beskyttelse ble malt i dgdelighet. [FNa-plasmid og [FNb-plasmid ga ingen
beskyttelse mot viruset, mens IFNc-plasmid alene ga hgy grad av beskyttelse mot ILAV.

Siden IFN induserer antiviral aktivitet mot mange virustyper er det undersgkt om IFN
kan fungere som adjuvant i DNA-vaksiner hos laks. Adjuvant betyr "a hjelpe” og er en
substans som gker immunresponsen til vaksiner (Anderson, 1992). Dette er en sveert
viktig komponent i de fleste fiskevaksiner da det gker bade humorale og cytotoksiske

immunmekanismer (Singh og T 0'Hagan, 2003). Hos pattedyr fungerer type [ IFN som et
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ledd mellom medfgdte og adaptive immunresponser ved virusinfeksjoner, der type I
[FN-adjuvant er direkte koblet til stimulering av dendrittiske-, B- og T-celler (Tough,
2004, Le Bon et al,, 2006). Det er med vaksinemodell bevist at IFN-I hos laks er en viktig
igangsetter av adaptivt immunforsvar ved virusinfeksjoner (Chang et al, 2015) I
vaksinemodellen ble atlantisk laks injisert i.m. med plasmid som kodet for ILAV-
antigenet hemaglutinin esterase (HE) alene eller sammen med IFN-plamsid, etterfulgt av
smitte med ILAV. Resultatet viste gkt beskyttelse mot ILA og gkt mengde Immunglobulin
M-antistoff mot virus i DNA-vaksine der IFN ble benyttet som adjuvant. I tillegg ble det
observert gkt tilfgrsel av B- og cytotoksiske T-celler pa injeksjonssted i muskel. Derimot
ga HE-plasmid alene mindre beskyttelse mot ILAV og lav antistoffkonsentrasjon (Chang
et al.,, 2015). IFN-I kan dermed vare med a forsterke effekten av mindre effektive DNA-
vaksiner, for eksempel mot sykdommer som IPNV og ILAV, der DNA-vaksine med

antigen alene gir darlig beskyttelse (Evensen og Leong, 2013, Chang et al., 2015).
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1.7 Problemstilling

PD er et stort problem for norsk lakseoppdrett. En rekke tiltak blir i dag benyttet for a
forebygge og bekjempe sykdommen, men til tross for tiltakene har antall utbrudd av
sykdommen gkt. Dette indikerer et behov for nye og bedre forebyggende tiltak. Som
tidligere nevnt har atlantisk laks i utgangspunktet et velutviklet medfgdt immunforsvar
og er relativt motstandsdyktig mot virussykdommer. I oppdrett kan uheldige forhold
som stress og infeksjon svekke fiskens fgrstelinjeforsvar, og dermed gjgre den mer
mottakelig for infeksjon. Det forskes na pa om IFN kan anvendes for d forebygge
virusinfeksjoner hos laks da det setter i gang viktige medfgdte og adaptive
responsmekanismer mot virus. Det er allerede vist at IFNc-plasmid gir beskyttende
effekt mot ILAV. Med bakgrunn i dette var det interessant & undersgke om IFN-
plasmider har beskyttende effekt mot SAV3-infeksjon hos atlantisk laks.

Delmal 1

Undersgke om i.m. injeksjon med IFNa-, IFNb- eller [FNc-plasmid induserer uttrykk av

Mx-mRNA i pankreas hos laks en og to uker etter injeksjon av plasmid.
Delmal 2

Undersgke om i.m. injeksjon med IFNa-, [FNb- eller IFNc-plasmid induserer gkt uttrykk

av Mx-protein i pankreas hos laks to og ti uker etter injeksjon av plasmid.
Delmal 3

Undersgke om i.m. injeksjon av IFNa-, IFNb- eller IFNc-plasmid gir beskyttende effekt i

viremisk fase av SAV3- infeksjon.
Delmal 4

Undersgke om i.m. injeksjon av IFNa-, [FNb- eller IFNc-plasmid gir beskyttende effekt

mot patologiske forandringer forarsaket av SAV3-infeksjon.
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2 Materialer og metoder

Denne masteroppgaven ble delt i to deler. Formalet i del en var @ undersgke om i.m.
injeksjon av IFNa-, IFNb- eller IFNc-plasmid fgrte til induksjon av antiviralt Mx-protein i
pankreas hos laks. Pankreas ble undersgkt da dette er et av malorganene for SAV. Bade
relativt genuttrykk og proteinuttrykk av Mx ble malt. I del to ble det undersgkt om i.m.
injeksjon av IFNa-, IFNb- eller IFNc-plasmid har evnen til a beskytte laks mot SAV3-
infeksjon. Grad av beskyttelse ble vurdert ved a méle relativ virusmengde i blod, samt

ved undersgkelse av patologiske forandringer i virusaffisert vev.

2.1 Forsgksfisk

Forsgkene ble gjennomfgrt pa landanlegg i Karvika, som driftes av Havbruksstasjonen i
Tromsg@. Forsgkene foregikk i tidsrommene 09.02.2015- 23.09.2015 (del en) og
10.04.2015- 10.07.2015 (del to). Forsgkene var pa forhdnd godkjent av
Forsgksdyrutvalget (ID 7324 og 7380) og ble utfgrt i henhold til bestemmelser i
Dyrevelferdsloven og Forskrift om forsgk med dyr. Presmolt av atlantisk laks (Salmo
salar) fra stamme Standard QTL-innova IPNV generasjon 2014 ble benyttet i forsgkene.
Fisken ble holdt i ferskvann ved 10°C og de ble foret med 1,5 mm Nutra Olympic fra
Skretting. Fgr injisering av plasmider ble fisken sultet i to dager. Fisken ble bedgvd med
benzoak (ACD Pharmaceuticals) fgr handtering. Fisken ble avlivet fgr prgveuttak ved,

overdose benzoak, og pafglgende slag mot hodet.

2.2 Oppformering av plasmider og virus

Interferoner som ble benyttet var fra atlantisk laks som Svingerud og medarbeidere
hadde klonet inn i plasmidvektoren pcDNA3.3 TOPO-vektor (invitrogen) i tidligere
forsgk (Svingerud et al., 2012). Gen for IFNa, IFNb eller IFNc var satt inn i dpen
leseramme nedstrgms for CMV-promotor. Disse plasmidene ble henholdsvis kalt pIFNa,
pIFND, og pIFNC, i tillegg til pcDNA3.3 (kontrollplasmid). Plasmidene ble oppformert av
one shot TOP 10 Escherichia coli (Invitrogen) og renset ut med EndoFree Plasmid

purification Mega kit (Qiagen) i henhold til protokoll fra produsent.
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SAV 3 ble oppformert i CHH1 (Public Health England), som er hjertevevsceller isolert fra
ketalaks (Onchorhynchus keta). Oppformering ble utfgrt av Chia Jung Chang (PhD.
kandidat ved Norges Fiskerihggskole).

2.3 Forsgksoppsett og prgveuttak del 1.

Gruppe av presmolt med en snittvekt pa 17 g ble injisert i.m. med 15 ug plasmid opplgst
i 50 ul fosfatbufret saltvann (PBS) etter Tabell 2. Fisken ble mekret med akaline blue
tatovering og overfgrt til 150 liters sirkuleere kar. Prgveuttak ble foretatt en og to uker
etter injisering, der det ble tatt ut fem fisk fra hver gruppe ved begge tidspunkt. Til
kvantitativ RT-PCR ble det tatt ut prgver av pankreas og lever, som ble oppbevart pa
RNAlater (Ambion) ved -20°C til videre bruk. For immunohistokjemi ble det tatt ut
prgver av pankreas og lever som ble fiksert i 4% paraformalaldehyd i PBS i ett dggn far
de ble overfgrt til 70% etanol (Sigma-Aldrich).

Tabell 2. Forsgksoppsett del 1, med ulike forsgksgrupper, og antall fisk benyttet i hver analyseringsmetode.

Forsgksgruppe Behandling q-PCR Imm.histokjemi Western blot
Uke 1 og 2 Uke 1 og 2 Uke 1 og 2

PBS 50 ul PBS 5 5 5

Kontrollplasmid 50 ul PBS+ 15 ug 5 5 5
kontrollplasmid

IFNa-plasmid 50 ul PBS+ 15 ug 5 5 5
IFNa plasmid

IFNb-plasmid 50 ul PBS+ 15 ug 5 5 5
IFNb plasmid

IFNc-plasmid 50 ul PBS+ 15 ug 5 5 5
IFNc plasmid
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2.4 Forsgksoppsett og prgveuttak del 2

Gruppe av presmolt med en snittvekt pa 27 g ble injisert i.m. med 15 ug plasmid opplgst
i 50 ul (PBS) etter Tabell 3. Fiskene ble merket med akaline blue tatovering og overfgrt
til 300 liters sirkuleere kar. Etter ti uker ble fem fisk fra hver gruppe avlivet og det ble
tatt tilsvarende prgver som i del en av forsgket (se avsnitt 2.3). Resterende fisk ble
smittet intraperitonalt (i.p.) med 5 x 103 TCIDso SAV3i 0,1 ml L-15 medium uten serum.
En uke etter smitte ble femten fisk fra hver gruppe avlivet. Det ble tatt blodprgver for a
male virusmengde i blodet til fiskene. Blodprgvene ble fgrst overfgrt pa is, og videre
sentrifugert ved 2000x g i 20 min. Serum ble overfgrt fra prgvene i PCR-strips som ble
fryst ned pa -80°C inntil bruk. Tre uker etter smitte ble femten fisk fra hver gruppe
avlivet. Det ble tatt blodprgver fra fiskene, som ble videre behandlet etter metode nevnt

tidligere. Vevsprgver fra hjerte, pankreas og muskel ble overfgrt til formalin.

Tabell 3. Forsgksoppsett i del 2, med ulike forsgksgrupper, og antall fisk benyttet i hver analyseringsmetode.

Forsgksgruppe Behandling Imm.histokjemi qPCR Mx qPCR SAV Histopatologi
for smitte far smitte 7 dpc 21 dpc
PBS 50 ul PBS 5 5 15 15
kontrollplasmid 50 ul PBS+ 15 ug 5 5 15 15
kontrollplasmid
IFNa-plasmid 50 ul PBS+ 15 ug 5 5 15 15
IFNa plasmid
IFNb-plasmid 50 ul PBS+ 15 ug 5 5 15 15
IFNb plasmid
IFNc-plasmid 50 ul PBS+ 15 ug 5 5 15 15
IFNc plasmid
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2.5 Kvantitativ RT-PCR

Kvantitativ RT-PCR (qPCR) ble brukt for & undersgke om det var ulikheter i genuttrykk
av Mx-mRNA i pankreas mellom de ulike IFN-gruppene fgr infeksjon av SAV. Metoden
ble ogsa benyttet til & male relativ SAV3-mengde i serum en uke etter infeksjon av
viruset. I qPCR oppformeres DNA-sekvenser fra vev, celler eller blod, og kvantifiseres
ved hjelp av det fluoriserende fargestoffet SYBR®Green. Metoden kan raskt og sveert
sensitiv detektere lave mengder mRNA (Heid et al., 1996). Under en ordinaer PCR-
sekvensering detekteres og kvantifiseres amplifisert produkt etter siste PCR- syklus.
Ved qPCR males derimot amplifisert DNA-sekvens i hver PCR-syklus. Malingene som blir
gjort i eksponentiell fase av amplifiseringen gjgr at en sveert ngyaktig kan beregne
startmengden av genkopiene (Technologies, 2014). For & kunne male antall genkopier i
vev og blod ble to-stegs qPCR benyttet. Fgrst ble mRNA transkribert til komplementaert
DNA (cDNA) med revers transkriptase. I neste steg ble cDNA overfgrt til nye rgr for PCR.
Hver syklus av en PCR-reaksjon bestar av tre hovedsteg: denaturering, amplifisering og
ekstensjon. Ved denaturering anvendes hgy temperatur til & bryte ds-DNA ned til ss-
DNA. I amplifiseringsfasen senkes temperaturen og spesifikke primere binder til DNA-
traden. I ekstensjonsfasen syntetiserer DNA-polymerase ny DNA-trad ut fra primersted.
Syklusene gjentas en rekke ganger slik at en far oppformert den gnskede DNA-

sekvensen (Technologies, 2014). Figur 3 viser hovedstegene i metoden.

Kvantitativ RT-PCR

RNA-isolering cDNA-syntese - denaturering
-hybridisering

- polymerisering

Figur 3. Flytskjema over hovedstegene i kvantitativ RT-PCR.
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SYBR®Green ble benyttet for & detektere gkning i genuttrykk. Nar dette stoffet binder
seg til "minor groove” i ds-DNA fluoriserer det og fluorescensen brukes til & male
mengde oppformert DNA. Fargestoffet er dermed sveert anvendelig da det kan benyttes
til & kvantifisere ulike malsekvenser uten a benytte sekvensspesifikke prober

(Technologies, 2014).

Elongeringsfaktor 1aB (EF1aB) ble benyttet som referansegen ved maling av Mx-mRNA,
da dette er et stabilt gen som blir uttrykt i relativt konstante mengder i alle vev hos

atlantisk laks (Olsvik et al., 2005).

2.6 Maling Mx

2.6.1 RNA-isolering

RNeasy Mini Kit (Qiagen) ble benyttet til a isolere mRNA fra pankreas. Isoleringen
foregikk i avtrekkskap. All sentrifugering foregikk ved romtemperatur, der Eppendorf
Centrifuge 5417R (USA Scientific) ble benyttet. Keramiske kuler var pa forhdnd vasket
med RNase AWAY (Molecular BioProducts) og det ble benyttet RNasefritt utstyr under
hele prosessen. Tilsatte keramiske kuler og 600 ul RLT lysisbuffer (Qiagen) tilsatt 1 %
2-mercaptoetanol (Sigma-Aldrich) i 2 ml sentrifugergr. Ca. 50 mg vev ble overfgrt i
sentrifugergr. Vevet ble homogenisert i 2 x 15 sek ved 5900x g i Precellys lysis og
homogenizer (Bertin Technologies). For a fjerne skum ble prgvene sentrifugert ved
5000x g i 5 min. Supernatanten ble videre overfgrt i rene 2 ml sentrifugergr, tilsatte 1,2
ml ultra pure H20 (Biochrom) og 20 ul proteinase K (New England Biolabs). Prgvene ble
inkubert ved 55°C i 10 min og sentrifugert i 5 min ved 15 000x g. Supernatanten ble
pipettert over i 15 ml sentrifugergr og tilsatte 0,5 volum 99 % etanol (Sigma-Aldrich) i
hver prgve. Supernatanten, ble overfgrt i spinnkolonner (Qiagen) som ble sentrifugert
ved 8000x g i 1 min. Kolonnene ble vasket med 1 x 700 wl RW1 buffer (Qiagen),
etterfulgt av 2 x 500 ul RPE buffer (Qiagen). Spinnkolonnene ble sa tgrrsentrifugert
19000x g. Spinnkolonnene ble overfgrt i rene samlergr og tilsatte 30 ul ultra pure H20
(Biochrom). Konsentrasjonen av mRNA ble avlest i Nanodrop. Azeo/280 ratio viser

forholdet mellom mRNA og proteinkonsentrasjon, der verdier over 1,8 blir ansett som
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rene. Ved svert hgye mRNA-konsentrasjoner ble det tilsatt ytterligere 30ul ultra pure
H20 (Biochrom).

2.6.2 cDNA-syntese

For & syntetisere cDNA ble QuantiTect® reverse transcription kit (Qiagen) benyttet.
Protokoll til produsent ble fulgt under utfgrelse av cDNA-syntesen. Alle inkuberinger ble
utfgrt i GeneAmp® PCRsystem 2700 (Applied Biosystems), der prgvene ble oppbevart
pa is fgr og etter inkuberinger. For & syntetisere cDNA ble 1000 ng mRNA benyttet. For a
fjerne genomisk DNA ble 5 ul RNA overfgrt i PCR-strips med 9 ul gDNA Wipeout buffer,
reagenser ble inkubert ved 42 °C i 2 min. cDNA ble syntetisert ved a tilsette 6 ul
reverstranskiptase-miks etterfulgt av inkubasjon ved 42 °C i 15 min og 95 °Ci 3 min. For
a undersgke kontaminering av genomisk DNA ble tilfeldige RNA-prgver cDNA-

syntetisert, der revers transkriptase og primere ble erstattet med vann.

2.6.3 Kvantitativ RT-PCR

Protokoll ble fulgt i henhold til produsent (Quantitect® SYBR Green RT-PCR) og prgvene
ble analysert i 7500 Fast Real-Time PCR systems (Life technologies). De ulike stegene er
beskrevet i Tabell 4. Det ble tillaget cDNA-fortynning 1:10 med RNase-fritt vann.
Mastermiks med primere og Fast SYBR®Green Master Mix (Applied Biosystems), totalt 9
ul, ble fordelt ut i hver av brgnnene i 96- brgnners Micro Amp Fast Optikal brett (Life
technologies). Det ble tilsatt 6 ul fortynnet cDNA, med duplikat av hver enkeltprgve, i
brgnnene. Oversikt over primere som ble benyttet er beskrevet i Tabell 5. For a
ekskludere kontaminering av genomisk DNA ble det tatt prgver fra cDNA-syntese der
revers transkriptase ikke var tilsatt. Hver plate inneholdt ogsa negativ kontroll (Non
template control) der cDNA ble erstattet med vann for & avdekke uspesifikk binding. En

grenseverdi (Threshold) ble satt til 0,2 for 8 sammenligne kontroll og malgen.
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Tabell 4. Steg, temperatur, varighet og antall sykluser i hver PCR-reaksjon samt smeltekurveanalyse.

Steg Temperatur (°C) Varighet (sek) Antall sykluser
Denaturering 95 20 Hold
Denaturering 95 3 40
Amplifisering og 60 30 40
ekstensjon
Smeltekurve 95 15 Kontinuerlig

60 60

95 15

60 15

Tabell 5. Primersekvenser for gen som ble undersgkt i qPCR, genbank nr. primer konsentrasjon og
effektivitet. Stocklgsninger til EF1Ag og MX ble fortynnet til en brukslgsning pa 5 uM. Stocklgsning til qSAV ble
fortynnet til en brukerlgsning pa 4 um/ul.

Gen primer Genbank nr Primer effektivitet
kons
(stock).

EF1AgFW TGCCCCTCCAGGATGTCTAC BG933897 100 uM 2,08

EF1AgRW CACGGCCCACAGGTACTG

MxFW TGCAACCACAGAGGCTTTGAA U66475.1 100 uM 2
MxRW GGCTTGGTCAGGATGCCTAAT
Q-SAVFW CAGTGAAATTCGATAAGAAGTGCAA AY604235 100 uM

Q-SAVRW TGGGAGTCGCTGGTAAAGGT
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2.6.4 Databehandling

Data ble analysert i Microsoft Excel og grafer ble utarbeidet i GraphPad Prism 6c. For a
male gkning i genuttrykk av Mx ble Phaffl-metoden (Pfaffl, 2001) anvendt etter fglgende
likning:

(Emél)ACtmél(kontroll—pmve)

(Eref)ACtref (kontroll—pregve)

Ratio =

Dette er en matematisk modell som maler relativ endring av malgenet sammenlignet
med referansegenet i den stimulerte gruppen sammenlignet med kontrollgruppen.
Phaffl-metoden tar hensyn til primereffektiviteten, hvor Ema er effektivitet til primere
for malgenet og Erer er effektiviteten til primere for referansegenet. Terskelniva (Ct-
verdi) defineres i antall PCR-sykluser som kreves for at fluoriserende signal skal
overstige terskelverdien. ACt forteller hvor mye Ct-verdien av hver enkeltprgve i
stimulert gruppe avviker fra gjennomsnittlig Ct-verdi i kontrollgruppen (Pfaffl, 2001).
For & finne primereffektiviteten til referansegen og malgen ble det laget en 2-folds
fortynningsserie av cDNA, med syv fortynninger der utgangskonsentrasjonen var 0,2 ug.

Stigningstall i kurve ble benyttet til 3 bestemme effektivitet med fglgende formel:
E=1001/slope) (Pfaffl, 2001)

Det ble benyttet uparet t-test for a pavise forskjeller mellom kontrollgruppe (pcDNA3.3)
og behandlede grupper. Uparet t-test ble ogsd benyttet til 3 undersgke om det var
signifikante forskjeller mellom behandlede grupper. P-verdier under 0,05 ble betegnet

som signifikant og p-verdier under 0,001 ble betegnet som meget signifikant.
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2.7 Maling SAV-3

2.7.1 RNA-isolering

Det ble benyttet QIAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen) til a isolere viralt-RNA fra serum.
Prgvene ble oppbevart i romtemperatur og all sentrifugering foregikk ved
romtemperatur i Eppendorf Centrifuge 5417R (USA Scientific). RNasefritt utstyr og
pipettespisser med filter ble benyttet under hele prosessen. Protokoll fra produsent ble
fulgt med fglgende unntak: 100 ul serum fra fisk ble benyttet (ikke 140 ul). Etter RNA-
isolering ble prgvene satt pa is og videre alikvotert i strips som ble oppbevart ved -80°C
til videre bruk. Nanodrop ble ikke benyttet til mdling av RNA-konsentrasjon. Dette siden
Carrier RNA fra kit inneholdt mye RNA, og vil derfor ha stdtt for majoriteten av RNA i

prgvene.

2.7.2 cDNA-syntese

QuantiTect® reverse transcription kit (Qiagen) ble brukt for a syntetisere cDNA. Det ble
benyttet samme metode som i avsnitt 2.6.2 med fglgende unntak: det ble tilfgrte 10 ul
RNA til cDNA-syntesen. RNAet ble overfgrt i PCR-Strips med 2 ul dH20 og 2 ul gDNA
wipeout. I tilfeldige RNA-prgver ble revers transkriptase og primere erstattet med vann

for & undersgke kontaminering.

2.7.3 Kvantitativ RT-PCR

Prgvene med cDNA ble fortynnet 1:40 med RNase-fritt vann. Mastermiks bestdende av 2
ul av hver primer og 4 ul RNasefritt vann ble fordelt ut i hver brgnn av 96- brgnners
Micro Amp Fast Optikal brett (Life technologies). Det ble pipettert 10 ul Fast
SYBR®Green Master Mix (Applied Biosystems) og 2 ul cDNA i hver brgnn. Duplikat av
hver prgve ble laget. 7500 Fast Ral-Time PCR systems (Life technologies) ble benyttet
etter Tabell 4 for analysering av SAV3-konsentrasjon i serum. I negativ kontroll ble

cDNA erstattet med vann. Se Tabell 5 for oversikt over primere som ble benyttet.

2.74  Analysering
For & analysere kvantitativ mengde SAV3-RNA ble Ct-verdier mellom kontrollgruppe
(pcDNA3.3) og IFN-grupper sammenlignet. En Ci-verdi er omvendt proporsjonal til
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mengde DNA i prgver, jo lavere Ci-verdi, jo hgyere startmengde mRNA. Benyttet
Kruskal-Wallis test av Ct-verdier for a pavise forskjeller mellom kontrollgruppe
(pcDNA3.3) og behandlede grupper. For a undersgke om det var signifikante forskjeller
mellom behandlede grupper ble uparet Mann-Whitney -test benyttet. P-verdier under
0,05 ble betegnet som signifikant og verdier under 0,001 ble betegnet som meget

signifikant.
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2.8 Immunohistokjemi

Denne metoden er et godt verktgy for d lokalisere proteinantigener i vevssnitt samtidig
som morfologien opprettholdes i vevet (Farr og Nakane, 1981, Taylor CR, 2002). Et
spesifikt protein kan lokaliseres ved a inkubere vevssnitt med primeert antistoff,
etterfulgt av sekundeert antistoff som er merket med et reportermolekyl. Spesifisiteten i
teknikk er sveert avhengig av kvaliteten til det primeere antistoffet samt antigenets
bindingsevne til antistoffet (Ramos-Vara og Miller, 2014). Figur 4 viser hovedstegene i

metoden.

N N N N ™

Innstgping og

Antigen- . Immuno-
snitting blokking

Rehydrering gjenvinning deteksjon

Fiksering Dehydrering

Figur 4. Flytskjema over hovedstegene i immunohistokjemi.

Protokoll som ble benyttet er basert pd abcam IHC- paraffin protokoll (abcam). HRP-
konjugert antistoff ble benyttet som sekundzert antistoff og tilstedeveerelse av antigen

resulterer i rédbrun farge ved mikroskopering.

2.8.1 Dehydrering

Vevskassetter med pankreasbiter ble dehydrert i Citadel 1000 (Shon) etter Tabell 6.
Disse ble videre satt inn i forvarmet Leica EG 1150H (Leica Biosystems), som ble brukt
til & stgpe inn vevsbiter i paraplast (HistoLab). Vevskassettene ble kjglt ned pa

kjgleelement og oppbevart i kjgleskap til videre bruk.
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Tabell 6. Dehydreringstrinn for vev etter program 1.

Kar nr. Innhold Tid

1. 96 % etanol 2 timer
2. 96 % etanol 2 timer
3. 100 % etanol 2 timer
4 100 % etanol 2 timer
5 1:1 100 % etanol og histoclear 1 time
6. histoclear 1 time
7 histoclear 1 time
8 histoclear 1 time
9 1:1 histoclear og pararfinvoks 1 time
10. Paraplast 3 timer

2.8.2 Snitting av vev
Vevskassettene ble kjglt ned pa is fgr de ble snittet. Leica RM2235 (Leica Biosystems)ble
benyttet til & snitte vevet i 4 wm tykke snitt, snittene ble overfgrt til 40 °C vannbad og

videre pa objektglass. Snittene ble satt til tgrking ved 60 °C i 30 min.

2.8.3 Deparafinisering og rehydrering
Histoclear (National diagnostics) ble benyttet til & fjerne parafin fra snittene, da
ufullstendig fjerning av parafin resulterer i darlig farging av vevet. Deparafinisering og

rehydrering av snittene ble utfgrt i avtrekksskap etter Tabell 7.
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Tabell 7. Inkuberinger for deparafinisering og rehydrering av vevssnitt.

Kar nr. Innhold Tid

1 histoclear 3 x5 min

2 1:1 histoclear og 100 % etanol 3 min

3 100 % etanol 2 x 3min

4 95 % etanol 3 min

5 70 % etanol 3 min

6 50 % etanol 3 min

7 rennende kaldt vann inntil antigengjenvinning

2.84 Antigengjenvinning

For 4 unngd dannelsen av metylenbroer, som fgrer til kryssbindinger og maskerer
antigenomrader, ble vevssnittene inkubert i natrium-sitratbuffer pH 6.0 (Dako) i 30 min
ved 95-100°C i en riskoker. Snittene bla avkjglt 20 min i romtemperatur og vasket under

rennende vann.

2.8.5 Blokking og immunohistokjemisk farging

Snittene ble vasket 2 x 5 min i TBST. Snittene ble blokkert i 5% fettfri tgrrmelk
(AppliChem) og 10% serum fra geit (Sigma Aldrich) i TBS i 2 timer ved romtemperatur.
Vevet ble isolert med Dakopenn (DakoCytomation). Det ble tilfgrt 100-200ul
primaerantistoff mot Mx fortynnet 1:500 i TBS med 5% fettfri tgrrmelk (AppliChem) og
1% BSA (Sigma Aldrich) pa snittene som ble inkubert i over natt ved 4 °C.

Snittene ble renset 2 x 5 min i TBST. Snittene ble videre behandlet med 3 %
hydrogenperoxid (Sigma Aldrich) i TBS i 15 min, dette steget ble utfgrt i mgrket.
Hydrogenperoxid demper endogen peroxidaseaktivitet og vil dermed redusere
bakgrunnsstgy. Snittene ble vasket 2 x 5 min i TBST. Snittene ble videre behandlet med
200ul HRP-konjugert geit anti-kanin sekundaerantistoff fortynnet 1:3000 i TBS med 1%
BSA i 2 timer. I dette steget ble snittene oppbevart i en fuktig boks. Snittene ble deretter
vasket 3 x 15 min i TBST. For & fa et farget produkt ble snittene behandlet med 100 ul 3-
Amino-9-ethylcarbazol (Dako) i 2,5 til 3 min, som gir en rgd farge. Snittene ble vasket 5

min i dH20 og videre kontrastfarget med Mayer’s haematoxylin (Life Technologies) i 10
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min. Snittene ble vasket under 30-40 °C rennende vann i 4 min og dekkglass ble limt pa

snittene med ImmunoHistoMount (Sigma Aldrich).

2.8.6  Mikroskopering

For a analysere snittene ble lysmikroskopet DM6000 B (Leica Microsystems) anvendt.
Bilder ble tatt med Leica DFC 320 (Leica Microsystems), og integrert med Leica
Application Suite V3 (software).
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2.9 Histopatologi

For d kunne pavise patologiske endringer i vev forarsaket av skader, infeksjoner og
sykdommer, er det essensielt & inneha kunnskap om normalstruktur til vevet.
Histologiske undersgkelser utfgres med mikroskopisk eksaminering av fargede, tynne
utsnitt av vev. Dette gjgres for a koble vevstruktur til vevsfunksjon (Bruno DW., 2013).
Innen fiskehelse er histopatologi et viktig felt da en ofte kan detektere mikroskopiske
endringer forarsaket av sykdom, som er vanskelig & oppdage med makroskopiske
undersgkelser av fisken (Mumford, 2009). Figur 5 viser flytskjema over hovedstegene i

histopatologi.

Fiksering Dehydrering Innstgping Snitting Farging

Figur 5. flytskjema over hovedstegene i histopatologi.

2.9.1 Dehydrering, innstgpning og snitting av vev
Det ble benyttet samme protokoll som ved immunohistokjemi for & dehydrere og snitte

vev fra pankreas, hjerte og skjelettmuskel (se avsnitt 2.5a og 2.5b).

2.9.2 Farging av vev
Shandon Instant Hematoxylin (Thermo Scientific) og Shandon instant Eosin, alcoholic
(Thermo Scientific) ble benyttet til farging av snittene. Reagenser ble preparert i

henhold til protokoll fra produsenten.

Leica ST4020 ble benyttet for deparafinisering og farging av snittene etter Tabell 8.
Snitten ble pa forhand inkubert i histoclear 5 min fgr de ble satt i maskinen. Etter
farging ble dekkglass limt pa snittene med Eukitt® quick-hardening mounting medium

(Fluka Analytical).
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Tabell 8. Antall kar og innhold i karene som ble benyttet under farging av vevet. Tid i hver beholder var 90
sekunder.

Kar nr: Innhold:

=

Histoclear
100 % etanol
96 % etanol
96 % etanol
Vann
Hematoxylin
Hematoxylin

Vann

o ® N s WD

Vann

—_
e

Eosin

—_
=

96 % etanol

—_
N

96 % etanol

—_
w

100 % etanol

[UnN
-

100 % etanol

—_
v

Histocelar

2.9.3 Mikroskopering

Lysmikroskopet (DM6000 B, Leica Microsystems) ble anvendt for a analysere snittene.
Bilder ble tatt med Leica DFC 320 (Leica Microsystems), og integrert med Leica
Application Suite V3 (software).

2.94 Analyse av resultater.

Det ble gitt oppleering i PD-scoring pa Veterinarinstituttet i Trondheim av forsker Jinni
Gu. Tabell 9 ble benyttet til & gradere forandringer i pankreas, hjerte og
skjelettmuskulatur. Tabellen er basert pa (McLoughlin et al, 2006) med noen
modifikasjoner. Forskjeller mellom score 0 og 3 er illustrert i Figur 6 av pankreas, Figur
7 av hjerte og Figur 8 av skjelettmuskel. Snittene ble scoret i merket tilstand, men det

ble ogsa foretatt en blindtest pa 30% av utvalget for a eliminere subjektiv innflytelse.
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Tabell 9. Semikvantitativ gradering for PD-forandring i pankreas, hjerte og muskulatur.

Grad Pankreas Hjerte Skjelettmuskulatur
0 Normal Normal Normal
1 Fokal nekrose og/eller Fokal/multifokal Fokal myofibre

(Sparsom forandring)

2

(Moderat forandring )

3

(Uttalt forandring)

noe tap av eksokrin
pankreas (<30%)

Multifokal nekrose
og/eller delvis tap av
eksokrin pankreas (30-
80%)

Omfattende diffus
nekrose eller stort tap
av eksokrin pankreas
(>80%)

myocyttnekrose og/eller
betennelse (<15% av
myofibrene er affisert)

Multifokal
myocyttnekrose og/eller
betennelse (15-50% av
myofibrene er affisert)

Omfattende diffus
myocyttnekrose og/eller
betennelse (>50% av
myofibrene er affisert)

degenerasjon og/eller
betennelse

Multifokal myofibre
degenerasjon,
betennelse, og/eller
myofibrose

Omfattende diffus
myfibre degenerasjon,
betennelse og/eller
myofibrose

Figur 6. A: normalhistologi i pankreas, score 0. B: Pankreas, score 3. Bilde A viser normal pankreas med
eksokrine celler (e), og fettvev (f), lokalisert ved pylorusblindsekk.Bilde B viser total tap av eksokrin pankreas, kun

fettvev (f) igjen i pankreas, lokalisert ved pylorusblindsekk (p). Malestokk tilsvarer 100 um.
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Figur 7. A: normalhistologi Stratum spongiosum, ventrikkel, score 0. B: Stratum spongiosum, ventrikkel,
score 3. Bilde A viser tverrstripet muskelcelle med normal plassering av kjerne (k) og endokardcelle (e). Bilde B viser
omfattende diffus myocyttnekrose (n) og leukocytter (1) i vevet. Malestokk tilsvarer 100 wm.

Figur 8. A: normalhistologi skjelettmuskel, score 0 B: skjelettmuskel, score 3. Bilde A viser rgd (r) og hvit (h)
muskel med normale, perifert lokaliserte kjerner. Malestokk tilsvarer 100 ul. Bilde B viser nekrotiske muskelfibre
med sentral migrasjon av muskelkjerner og innovasjon av leukocytter. Malestokk tilsvarer 200 ul. Bilde er godkjent
for bruk av Trygve Poppe.
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3 Resultater

3.1 Effekt av IFN-plasmider pa uttrykk av antiviralt Mx-protein i pankreas

Antiviralt Mx-protein ble valgt som markgr for antivirale proteiner fordi det blir
indusert raskt og spesifikt i celler etter behandling med IFN-I. I tillegg blir Mx-protein
uttrykt i hgye konsentrasjoner og har lang halveringstid (Ronni et al.,, 1993, Jensen et al.,

2002a).

3.1.1 Effekt av IFN-plasmider pa uttrykk av Mx-mRNA i pankreas

Tidligere studier utfgrt av Robertsen sin forskningsgruppe har vist gkning av Mx-mRNA
i lever, hjerte, hodenyre og en rekke andre organer en uke etter i.m. injeksjon av pIFNb
og pIFNc-plasmid (Chang et al., 2014). Da pankreas er et av malorganene for SAV ble det
nad undersgkt om i.m. injeksjon av IFNa, IFNb eller IFNc har ulik evne til 4 indusere Mx-

mRNA i pankreas etter i.m. injeksjon av plasmider.

Figur 9 viser relativt genuttrykk av Mx malt med qPCR en og to uker etter injeksjon av
plasmider. Injeksjon med pcDNA3.3 ga ikke signifikant gkning av Mx-mRNA i pankreas
sammenlignet med injisering av PBS. Det ble heller ikke funnet signifikante forskjeller i
relativ mengde Mx-mRNA i pankreas mellom fisk som var injisert med pcDNA3.3 og
pIFNa i noen av ukene (p > 0,05). Derimot ga bade injeksjon med pIFNb og pIFNc en
signifikant gkning av Mx-mRNA i pankreas ved begge tidspunkter (p < 0,05). Uttrykket
av Mx-mRNA fra fisk injisert med pIFNb var relativt likt ved begge tidspunkter (4x). Ved
behandling av pIFNc ble det observert en hgyere gkning av Mx-mRNA i pankreas ved
uke to (8x) enn ved uke en (5x). Uttrykk av Mx-mRNA ved behandling med pIFNb eller
pIFNc var ikke signifikant forskjellig i uke en (p >0,05). To uker etter injeksjon ga pIFNc
signifikant stgrre gkning av Mx-mRNA i pankreas sammenlignet med pIFNb (p < 0,05).
Lever ble brukt som positiv kontroll (Figur 10), der trenden er den samme som i
pankreas. Behandling med pIFNc resulterte i meget signifikant gkning av Mx-mRNA i
leveren bade en (18x) og to uker (31x) etter injeksjon (p < 0,0001). Ved begge tidspunkt
ga pIFNc en stgrre gkning av Mx-mRNA enn pIFNb.
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Figur 9. Relativt uttrykk av Mx-gen i pankreas fra laks injisert i.m. med 15 pg plasmider opplgsti 50 pl PBS.
En og to uker etter injeksjon ble det tatt ut fem fisk fra hver av fglgende grupper PBS, pcDNA3.3, pIFNA, pIFNb og
pIFNc. Ct-verdier for kontroll var 23,58 (PBS) og 24,99(pcDNA3.3).
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Figur 10. Relativt uttrykk av Mx-gen i lever fra laks injisert i.m. med 15 pg plasmid opplgst i 50 ul PBS. En og
to uker etter injeksjon ble det tatt ut fem fisk fra hver av fglgende grupper PBS, pcDNA3.3, pIFNA, pIFNb og pIFNc. Ct-

Il PBS
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verdier for kontroll var 26,29(PBS) og 26,84 (pcDNA3.3).
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3.1.2 Effekt av IFN-plasmider pd proteinuttrykk av Mx i pankreas

Et vedvarende proteinuttrykk av Mx er observert i lever en til 22 uker etter i.m.
injeksjon av pIFNc, der uttrykk av protein ble undersgkt med Western blotting (Lisa
Bratland, masteroppgave). Det var imidlertid ikke mulig & benytte samme metode i dette
forsgket, da Mx-protein ikke ble pavist i noen av prgvene fra pankreas med Western
blotting. Dette kan skyldes at Mx-protein blir raskt degradert av fordgyelsesenzymer fgr
proteinase-inhibitor far tid til & virke. Immunohistokjemi er tidligere brukt til & pavise
gkning av Mx-protein i andre organer etter i.m. injeksjon av pIFNb og pIFNc (Chang et
al, 2014). Denne metoden ble dermed benyttet til & male proteinuttrykk av Mx i
pankreas to og ti uker etter i.m. injeksjon av PBS, pcDNA3.3, pIFNa, pIFNb eller pIFNc.

Figur 11 (A-F) viser at kun pIFNc (D) induserte et sterk uttrykk av Mx-protein i
eksokrine celler to uker etter injeksjon av plasmider. Ti uker etter injeksjon ga bade
behandling med pIFNb (E) og pIFNc (F) uttrykk av Mx-protein i eksokrine celler. Det ble
ikke observert uttrykk av Mx-protein i pankreas hos fisk injisert med PBS (A), pcDNA3.3
(ikke vist i figur) eller pIFNa (B). Det ble derimot observert et svakt uttrykk av Mx-
protein i endotelceller, leukocytt-lignede celler og enkelte endokrine celler i disse
gruppene. Hos fisk injisert med pIFNb og pIFNc ble det observert et sterkt uttrykk av
Mx-protein i leukocytt-lignende celler, eksokrine celler og endotelceller i pankreas.
Uttrykket var sterkest ti uker etter injeksjon, der fisk injisert med pIFNc hadde et
sterkere uttrykk av Mx-protein enn fisk injisert med pIFNb. Uttrykk av Mx-protein i
eksokrine celler var ogsa sterkere ved injeksjon med pIFNc sammenlignet med pIFNb i
uke ti. Det ble observert uttrykk av Mx-protein i flere eksokrine cellekjerner (Figur 12).
Cellekjernene hadde sterkest uttrykk av Mx-protein ti uker etter injeksjon av plasmider,
der fisk injisert med pIFNb eller pIFNc hadde sterkest farging av Mx-protein i

cellekjernene.
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Figur 11. Uttrykk av Mx-protein i pankreas hos laks etter i.m. injeksjon av 15 pg plasmid opplgst i 50 pl PBS.
To og ti uker etter injeksjon ble det tatt ut fem fisk fra hver av fglgende grupper: PBS(A), pIFNA(B), pIFNb(C+E) og
pIFNc (D+ F). Immunohistokjemi ble benyttet for & detektere Mx-protein i pankreas. Bilder viser pankreas med
eksokrine celler(e), endotelceller (en), endokrin pankreas (end) og leukocytt-lignende celle (1). Rgd farge viser farging
av Mx-protein. Malestokk tilsvarer 100 um.
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Figur 12. Uttrykk av Mx-protein i eksokrine celler i pankreas hos laks etter i.m. injeksjon av 15 pg pIFNB
opplgst i 50 pl PBS. Pankreas fra fisk er tatt ut ti uker etter injeksjon og immunohistokjemi ble benyttet for a
detektere Mx-protein i pankreas. Flere eksokrine celler (e) hadde sterkt uttrykk av Mx-protein i kjernen. Malestokk
tilsvarer 100 um.

3.2 Effekt av IFN-plasmider pa beskyttelse mot infeksjon av SAV3

Tidligere studier har vist at i.m. injeksjon med pIFNc gir hgy beskyttelse mot ILA-virus
hos laks i minst dtte uker (Chang et al,, 2014). Med bakgrunn i dette var det interessant a
se om i.m. injeksjon med pIFN ga beskyttelse mot SAV3 hos laks. I eksperimentelle
smitteforsgk er det vanskelig & oppna dgdelighet hos laksefisk etter smitte med SAV
(Desvignes et al., 2002, McLoughlin et al., 2002, Graham et al., 2011). Grad av beskyttelse
ble dermed bestemt ved & male virusmengde i blod og ved & undersgke patologiske
forandringer i pankreas, hjerte og muskel. Metoden som ble benyttet var basert pa
metode beskrevet av Thim og medarbeidere, men i dette forsgket ble gradering av
patologiske forandringer i pankreas og muskel inkludert (Thim et al, 2012).
Prgvetakingen av virusmengde i blod, samt prgvetaking av vev til undersgkelse av
patologiske forandringer foregikk pa ulike tidspunkter, grunnet infeksjonsdynamikken
til SAV. Ved SAV-infeksjoner blir viremi registrert tidlig i sykdomsforlgpet mens de
patologiske endringene i virusaffisert vev skjer senere i forlgpet (Christie et al,, 2007,
Taksdal et al, 2014). Det var ingen dgdelighet i forsgksperioden og det ble ikke

observert makroskopiske forandringer i indre organer ved prgveuttak.
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3.2.1 Madling av SAV3-mengde i blod ved qPCR

Kvantitering av SAV3-mengde i serum ble gjort med qPCR en uke etter smitte for a
undersgke interferonene sin evne til & beskytte laks mot SAV3 i viremisk fase. Figur 13
viser Ct-verdier til femten fisk fra hver av fglgende grupper: PBS, pcDNA3.3, pIFNa,
pIFNb og plFNc, der gjennomsnitt og standardavvik er inkludert. Signifikans ble
undersgkt mellom kontrollgruppe (pcDNA3.3) og stimulerte grupper. Det var ikke
signifikant forskjell i Ct-verdier mellom kontrollgruppe og pIFNa-gruppe (p > 0,05). Fisk
injisert med pIFNb hadde derimot signifikant lavere virusmengde i blodet sammenlignet
med kontrollgruppen (p < 0,05). Fisk injisert med pIFNc hadde lavest virusmengde i
blod, da Ct-verdiene fra denne gruppen var hgyest. Det ble beregnet en meget signifikant
forskjell mellom fisk injisert med pIFNc sammenlignet med fisk injisert med pcDNA3.3
(P < 0,001). Det var ogsa en signifikant forskjell mellom grupper injisert med pIFNb og
pIFNc (p < 0,05).
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Figur 13 CT-verdier av SAV-3 fra serumprgver av laks injisert i.m. med 15 pg plasmid opplgst i 50 pl PBS. ti
uker etter injeksjon av plasmider ble laks smittet i.p med 5 x 103 TCIDso SAV3 i 0,1 ml L-15 medium uten serum Etter
en uke ble det tatt blodprgver fra femten fisk fra fglgende grupper: PBS, pcDNA3.3, pIFNA, pIFNb og plIFNc.
Gjennomsnittlig CT-verdi for de ulike gruppene var: PBS:24,28, pcDNA3.3: 23,85, [FNa: 27,28, IFNb; 28,85 og IFNc:
33,41.
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3.2.2 Histopatologisk underspkelse

Patologiske forandringer i pankreas, hjerte og muskel ble sammenlignet mellom
kontrollfisk (injisert med PBS eller pcDNA3.3) og fisk injisert med IFN-plasmider.
Alvorlighetsgrad og distribusjon av patologiske forandringer ble gradert

semikvantitativt etter Tabell 9.

3.2.3 Pankreas

Figur 14 viser prosentvis score av patologiske forandringer i pankreas tre uker etter
SAV3-infeksjon. Pankreas hos fiskegrupper som var injisert med PBS, pcDNA3.3, pIFNa
eller pIFNb ble gradert til score 3. Majoriteten (60%) av fiskegruppen injisert med pIFNc
hadde moderate forandringer i pankreas, og ble gradert til score 2. I denne gruppen ble
ogsa observert pankreas som ble gradert til score 3 (33%) og score 1 (7%). Akutt

nekrose ble ikke observert i noen snitt.

100~
90+

Score 0
80+ Score 1
704 B Score 2
60 R Score 3

%

50+
40+

20+
10+

n > ) o

Figur 14. Patologiske forandringer i pankreas for laks injisert i.m. med 15 pg plasmid opplgst i 50 nl PBS. Ti
uker etter injeksjon av plasmid ble laks smittet i.p med 5 x 103 TCIDso SAV3i 0,1 ml L-15 medium uten serum. tre uker
etter infeksjon ble det tatt ut femten fisk fra fglgende grupper: PBS, pcDNA3.3, pIFNA, pIFNb og pIFNc. Prosentvis
andel av fisker gradert som normal (0), sparsom forandring (1), moderat forandring (2) og uttalt forandring (3) i
pankreas.

Total tap av eksokrin pankreas ble observert hos alle fisker injisert med PBS, pcDNA3.3
og plFNa tre uker etter smitte av SAV3 (Figur 15). Minoriteten av fiskene i disse
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gruppene, to til fire fisker i hver gruppe, hadde tilstedevaerelse av leukocytter i

pankreas.

Figur 15. Pankreas tre uker etter SAV3-infeksjon fra laks injisert i.m. med 15 pl PBS (kontrollgruppe) eller 50
ug pIFNa opplgst i 50 ul PBS. Total tap av eksokrine celler, kun fettvev (f) i pankreas lokalisert ved pylorusblindsekk
(p). Malestokk tilsvarer 100 wm.

Det ble observert uttalt tap av eksokrin pankreas hos fisk injisert med pIFNb (Figur 16).
Fisk i denne gruppen skilte seg ut fra kontrollgrupper og pIFNa -gruppe ved a inneha
sma omrader med intakt eksokrin pankreas i tillegg til fettvev. Det ble observert

tilstedeveerelse av leukocytter i pankreas hos 87% av fiskene (Figur 17).
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B - N

Figur 16. Pankreas tre uker etter SAV3-infeksjon fra laks injisert i.m. med 15 pg pIFNb opplgst i 50 pl PBS.
Pankreas fra to fisker: IFNb(1) og IFNb(2). Begge med stort tap av eksokrin pankreas, tilstedeveerelse av enkelte
eksokrine celler (e) i fettvev (f), lokalisert ved pylorusblindsekk (p). Mange leukocytter (1) tilstede i IFNb(2).
Maélestokk tilsvarer 100 um.

Figur 17. Pankreas tre uker etter SAV3-infeksjon fra laks injisert i.m. med 15 pg pIFNb opplgst i 50 pnl PBS.
Pankreas fra to fisker: IFNb(1) og IFNb(2). IFNb(1) med intakte eksokrine celler og fettvev (f). Tilstedevarelse av
mange leukocytter i IFNb(2). Malestokk tilsvarer 100 wm.

Majoriteten av fisk injisert med pIFNc hadde moderate forandringer i pankreas med
delvis tap av eksokrine celle. I disse fiskene ble det observert omrader uten eksokrine
celler, men ogsa store seksjoner med intakte celler (Figur 18). Sparsom forandring ble
observert i enkelte fisker, der mindre enn 30% av pankreas var borte. Figur 19
illustrerer pankreas fra tre ulike fisker som ble gradert fra score 3 til score 1. Det ble

observert tilstedeverelse av leukocytter i pankreas i 93% av fiskene. Det ble undersgkt
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om eksokrine celler var under mitose, som er et tegn pa regenerering. Figur 20 viser

eksokrin celle som trolig er under mitose.

Figur 18. Pankreas tre uker etter SAV3-infeksjon fra laks injisert i.m. med 15 pg pIFNc opplgst i 50 pl PBS.
Pankreas fra to fisker: IFNc(1) og IFNc(2). Begge med delvis tap av eksokrin pankreas. Eksokrin pankreas(e) i fettvev
(), lokalisert ved pylorusblindsekk (p). Mange leukocytter (1) tilstede i begge fiskene (2). Malestokk tilsvarer 100 um.

T

Figur 19. Pankreas tre uker etter SAV3-infeksjon fra laks injisert i.m. med 15 pg pIFNc opplgst i 50 pl PBS.
Pankreas fra tre fisker: IFNc(1), IFNc(2) og IFNc(3). IFNc(1) gradert til score 3, med total tap av eksokrin pankreas,
men tilstedeverelse av leukocytter (1) rundt fettvev (f). IFNc(2) gradert til score 2, med moderat tap av eksokrin
pankreas, tilstedeveerelse av leukocytter (1), i tillegg til eksokrine celler (e) i fettvev (f). IFNc(3) gradert til score 1,
med sparsom tap av eksokrin pankreas, majoriteten av eksokrine celler (e) intakte. Malestokk tilsvarer 100 um.
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Figur 20. Eksokrine celler i pankreas tre uker etter SAV3-infeksjon fra laks injisert i.m. med 15 pul pIFNc
opplgsti 50 ug PBS. Pil indikerer celle som trolig er under mitose. Malestokk tilsvarer 10 um.

3.2.4 Hjerte
Under opplering ble det hovedsakelig lagt vekt pa forandringer i ventrikkel ved
gradering av patologiske forandringer i hjerte. Grad av perikarditt ble ikke vurdert da

dette kan variere mellom fisker uavhengig av sykdomsforlgpet.

Figur 21 viser prosentvis score av patologiske forandringer i hjerte tre uker etter SAV3-
infeksjon. Hjerte hos fisk som var injisert med PBS, pcDNA3.3 og pIFNa ble gradert til
score 3. Majoriteten (80%) av fisk injisert med pIFNb ble ogsa gradert til score 3, mens
resterende (20%) fisk ble gradert til score 2. I fiskegruppe injisert med pIFNc ble 72%
av fiskene gradert til score til 2, 14% av fiskene ble scoret 1 og resterende 14% ble

gradert til score 3.
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Figur 21. Patologiske forandringer i hjerte for laks injisert i.m. med 15 pg plasmid opplgst i 50 ul PBS. Ti uker
etter injeksjon av plasmid ble laks smittet i.p med 5 x 103 TCIDso SAV3 i 0,1 ml L-15 medium uten serum. Tre uker
etter infeksjon ble det tatt ut femten fisk fra fglgende grupper: PBS, pcDNA3.3, pIFNA, pIFNb og pIFNc (unntak gr .
pIFNc: n=14 fisk). Prosentvis andel av fisker gradert som normal (0), sparsom forandring (1), moderat forandring (2)
og uttalt forandring (3) i hjerte.

De patologiske forandringene i hjerte var like i fisk injisert med PBS, pcDNA3.3 og
pIFNa. Det ble observert at ventrikkel hadde omfattende difus myocyttnekrose, med
pyknotiske cellekjerner og innskrumpet, eosinofilt cytoplasma (Figur 22). Det spongigse
laget var betydelig mer affisert enn det kompakte laget, der vevet i den spongigse delen
hadde mistet den normale svampeaktige strukturen. Infiltrasjon av leukocytter ble
observert i begge lag av ventrikkel, der grad av inflammasjon varierte mye mellom
fiskene. Det ble ikke observert hypertrofi av myocyttkjerner i overgangen mellom

kompakt og spongigst lag.
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Figur 22. ventrikkel tre uker etter SAV3-infeksjon fra laks injisert i.m. med 50 pl PBS (kontrollgruppe) eller
15 png pIFNa opplgst i 50 pl PBS. Spongigst lag i fisker med omfattende diffus myocyttnekrose (n) og invasjon av
leukocytter (1). I begge fisker er over 50% av myofibrene affisert, patologiske endringer er mer utpreget i fisk injisert
med pIFNa. Malestokk tilsvare 100 um.

Majoriteten av fisk injisert med pIFNb hadde uttalte forandringer i ventrikkel med
tilsvarende endringer som nevnt tidligere. Noen av fisken (20%) i denne gruppen skilte
seg fra resterende fisk ved & inneha omrader med normalstruktur i ventrikkel, men ogsa
omrader med uttalte forandringer (Figur 23). Denne fisken ble dermed gradert til score
2. Det ble heller ikke observert hypertrofi av myocyttkjerner i ventrikkel hos fisk injisert
med pIFNb.

Figur 23. ventrikkel tre uker etter SAV3-infeksjon fra laks injisert i.m. med 15 pg pIFNb opllgst i 50 pl PBS.
Spongigst lag i ventrikkel fra samme fisk med ulike grader av patologiske endringer. Nekrose (n) og leukocytter (1) i
flere omrader, totalt er 40-50% av myofibrene affisert. Malestokk tilsvarer 100 wm.
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Minoriteten (14%) av fisk injisert med pIFNc hadde uttalte forandringer i ventrikkel tre
uker etter SAV3-infeksjon, med tilsvarende forandringer som nevnt tidligere.
Majoriteten (72%) av fisk ble scoret til 2, da over 15% av myofibrene var affiserte.
Ventrikkel hadde omrdader med normal struktur, men ogsa omrader med multifokal
myocyttnekrose (Figur 24). Det ble observert faerre leukocytter i ventrikkel hos denne

fisken. Enkelte fisk (14,3%) i denne gruppen hadde sparsomme forandringer i

ventrikkel der enkelte fokale nekroser ble observert (Figur 25).

Figur 24. Ventrikkel tre uker etter SAV3-infeksjon fra laks injisert i.m. med 15 pug pIFNc opplgst i 50 nul PBS.
Hjerte fra to fisker: IFNc(1) og IFNc(2). Spongigst (S) og kompakt (C) lag i ventrikkel fra IFNc( 1) og spongigst lag i
ventrikkel fra IFNc(2), begge med fokale nekroser(n). Mélestokk tilsvarer 100 um.

Figur 25. Ventrikkel tre uker etter SAV3-infeksjon fra laks injisert i.m. med 15 pug pIFNc opplgst i 50 ul PBS.
Begge bildene er fra samme fisk, fokal nekrose (n) og noen leukocytter (1) tilstede. Andre omrader er normale.
Mélestokk tilsvarer 100 um.
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3.2.5 Muskel

Det ble ikke observert patologiske forandringer i muskelvev fra noen fisk i
kontrollgruppene (PBS og pcDNA3.3) eller fisk injisert med pIFN tre uker etter SAV3-
infeksjon. All fisk ble gradert til score 0 - normal skjelettmuskulatur. Det ble observert at
bade rgde og hvite muskelfibre var intakte, med flere perifert lokaliserte kjerner (Figur

26). Det ble ikke observert inflammasjon i form av fagosyterende makrofager.

Figur 26. Hvit (h) og rgd (r) muskulatur tre uker etter SAV3- infeksjon fra laks injisert i.m. med 15 pg pIFNb
oppgst i 50 pl PBS. Normale muskelfibre med perifert lokaliserte kjerner. Malestokk tilsvarer 100 wm.
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4 DisKkusjon

Pankreassykdom har utviklet seg til a bli Norges mest tapsbringende virussykdom i
oppdrettsnaeringen. Hovedproblemene relatert til sykdommen er darlig tilvekst, som
forer til redusert slaktekvalitet, samt darlig fiskevelferd. 1 dag blir sykdommen
kontrollert gjennom soneforskrifter for a hindre smittespredning. Kommersiell vaksine
mot PD blir benyttet, men effekten til vaksinen er begrenset. Robertsens
forskningsgruppe undersgker om IFN kan benyttes til a forebygge virussykdommer hos
laksefisk. IFN induserer en rask aktivering av medfgdte immunresponser som kan
bekjempe virus pa et tidlig stadium. I tillegg er det vist at IFN har en viktig rolle i
igangsetting av adaptive immunresponser (Robertsen, 2006, Chang et al., 2015). Det er
allerede vist at behandling med pIFNc gir laks god beskyttelse mot ILAV i minst atte
uker (Chang et al., 2014) Med bakgrunn i dette var det interessant a undersgke om IFN-
plasmider gir beskyttende effekt mot SAV3. Det ble fgrst undersgkt om injeksjon av IFN-
plasmider fgrte til syntese av antiviralt Mx-protein i eksokrin pankreas, da dette er et av
malorganene for SAV. Videre ble det undersgkt om IFN-plasmidene beskyttet laks mot
SAV3-infeksjon.

4.1 Effekt av IFN-plasmider pa uttrykk av antiviralt MX-protein i pankreas

Resultatene fra qPCR og immunohistokjemi samsvarte godt. Begge metodene viste at
injeksjon med pIFNa ikke ga oppregulering av Mx-mRNA og Mx-protein i pankreas.
Derimot ga bade pIFNb og pIFNc oppregulering av Mx-mRNA og Mx-protein. Disse
resultatene bekrefter tidligere studier som har vist at pIFNb og pIFNc induserer
antivirale gener systemisk mens pIFNa ikke virker systemisk, kun lokalt (Chang et al,,
2014). Fisk behandlet med pIFNc hadde et hgyere gen- og proteinuttrykk av Mx
sammenlignet med fisk behandlet med pIFNb. Dette tyder pa at antivirale proteiner i
pankreasvev blir indusert i stgrre grad ved stimulering med IFNc enn IFNb, dette kan ha
en betydning for det antivirale forsvaret. Pankreas er et av malorganene for
sykdomsfremkallende virus som SAV og IPNV, der bade SAV og IPNV ser ut til a
foretrekke eksokrine celler i pankreas for virusreplikasjon (Swanson og Gillespie, 1979,

Swanson et al.,, 1982, Xu et al., 2012a). @kt uttrykk av Mx-mRNA og Mx-protein etter i.m.
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injeksjon av pIFNb og pIFNc hos laks viser at disse interferonene har en viktig rolle i a
aktivere immunforsvaret i pankreas. Dette kan kanskje bidra til a forebygge

virusinfeksjon i vevet.

Ti uker etter behandling med pIFNb og pIFNc hadde fiskene sterkere ekspresjon av Mx-
protein i pankreas, sammenlignet med to uker etter behandling. Dette tyder pa at
uttrykk av Mx-protein gker over tid eller at proteinet akkumulerer i cellene. Mx-protein
danner oligomerer i cytoplasma eller nukleus, avhengig av art. Oligomer-aggregater
farer til en stabil lagringsform av Mx-protein med lang halveringstid (Melen et al.,, 1992,

Jensen et al., 2002a).

Hos atlantisk laks er det tidligere vist at injeksjon av poly [:C (syntetisk analog av
dobbeltrddig RNA som induserer IFN) gir gkende oppregulering av Mx-protein frem til
fire uker etter injeksjon. Deretter observeres en rask nedgang i proteinuttrykk (Das et
al,, 2009). I vart forsgk ble Mx-protein uttrykt i pankreas ti uker etter injeksjon av pIFNb
og pIFNc, noe som tyder pa at plasmidene ikke er blitt degradert av immunsystemet.
Produksjonssyklus for laks tar rundt to ar fra klekking til slakting, det kreves derfor en
langvarig effekt for a utvikle vaksiner til fisken som kan benyttes kommersielt (Tonheim
et al.,, 2007). Det er i flere studier vist at injeksjon av plasmid-DNA i fisk gir vedvarende
utrykk av plasmidkodet protein pa injeksjonssted. Hos atlantisk laks er transkripsjon av
luciferase registrert i muskelceller 535 dager etter injeksjon av ekspresjonsplasmidet
(Garver et al., 2005, Tonheim et al., 2007). Andre studier ha derimot vist at muskelceller
som uttrykker eksogene proteiner blir degradert av immunsystemet slik at utrykk av
protein forsvinner (Wells et al.,, 1997, Lorenzen et al,, 2005). Interferoner som ble brukt
i dette forsgket var isolert fra laks, og vil derfor ikke oppfattes som fremmedlegeme av
immunsystemet. Trolig vil ikke muskelceller som uttrykker interferoner degraderes.
Dette resultatet i kombinasjon med tidligere resultater fra forskningsgruppen gir
lovende indikasjoner pa at pIFN har den langvarige effekten som kreves for a benyttes i

vaksiner til oppdrettslaks (Lisa Bratland, masteroppgave, Chang et al., 2014).

50



Diskusjon

Forskjeller i Mx-uttrykk i pankreas mellom fisker injisert med pIFNb og pIFNc kan
forklares med at ulike IFN-I undergrupper har lav sekvenslikhet og binder til ulike
reseptorer (Sun et al., 2009, Sun et al., 2014). Bade IFNc og IFNb blir indusert via TLR7,
men IFNb har trolig en mer spesialisert funksjon enn IFNc. IFNb blir hovedsakelig
produsert ved gjenkjenning av ss-RNA i spesialiserte leukocytter. Derimot blir IFNc
produsert av mange celletyper bade ved gjenkjenning av ds-RNA og ss-RNA (Svingerud
et al,, 2012). Tidligere undersgkelser utfgrt med immunohistokjemi har vist at pIFNb gir
lignende niva av Mx-protein i hepatocytter som IFNc atte uker etter i.m. injeksjon.
Derimot ble Mx i hjertevev sterkere uttrykt ved behandling med pIFNc sammenlignet
med pIFNb (Chang et al, 2014). Mx i pankreasvev blir, i likhet med hjerte, sterkere
uttrykt i fisk injisert med pIFNc. I vart forsgk ble det observert sterk ekspresjon av Mx-
protein i endotelceller, endokrine celler og leukocytt-lignende celler etter behandling
med pIFNb og pIFNc. Sterk ekspresjon av Mx-protein i endotelceller og leukocytter er
observert hos laks og menneske etter behandling med IFN eller injeksjon av poly I:C (Al-
Masri et al.,, 1997, Das et al,, 2009, Chang et al., 2014). Dette tyder pa at endotelceller og
leukocytter er godt rustet mot virusinfeksjoner, noe som virker sannsynlig da de begge
er viktige komponenter i det medfgdte immunforsvaret (Magnadottir, 2010).
Hovedfunksjonen til endokrine celler er a produsere hormoner, blant annet insulin og
glukagon (Bruno DW., 2013). Hvorfor endokrine celler hadde sterkt uttrykk av Mx-

protein kan ikke forklares i dette forsgket.

Kontrollfisk og fisk injisert med pIFNa hadde et svakt uttrykk av Mx-protein i
endotelceller, eksokrine celler og leukocytter i pankreas. Dette er tidligere observert i
andre organer hos laks (Jensen et al, 2002a, Das et al, 2007, Das et al, 2009).
Observasjonene stgttes av resultater fra qPCR, da Ct-verdier var mellom 24-26 for Mx-
mRNA i pankreas hos kontrollgrupper og pIFNa-gruppe, noe som bekrefter uttrykk av
Mx-mRNA. Ct-verdi er normalt omkring 35-40 dersom Mx-mRNA ikke uttrykkes i vev.
Hos mennesker er IFN-a uttrykt konstitutiv i flere typer lymfoide celler, og det er ogsa
vist at monocytter uttrykker et lavt basalnivd av Mx-protein (Ronni et al, 1993,
Lallemand et al., 1996). Uttrykk av Mx-protein i noen celletyper hos laks kan veere en

indikasjon pa at ogsa laks produserer IFN-I eller Mx-protein konstitutiv i lave mengder.
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De fleste vertebrater uttrykker Mx-protein i kjerne eller cytoplasma, og sa langt er kun
cytoplasmisk Mx-protein identifisert hos mennesker og atlantisk laks (Haller og Kochs,
2002, Larsen et al, 2004, Robertsen, 2006, Das et al, 2007, Chang et al, 2014).
Cytoplasmiske og nukleare former av Mx er funnet i flere vertebrater, blant annet rotter
og ender (Meier et al., 1988, Bazzigher et al,, 1993). I grret er det funnet tre ulike Mx-
proteiner, hvor RBTMx1 og RBTMx3 er lokalisert i cytoplasma, mens RBTMx2 er
lokalisert i cellekjernen (Trobridge et al., 1997). A inneha ulike former for Mx-proteiner
basert pad sub-celluleer lokalisasjon kan vere en fordel, da det kan bidra til 4 bekjempe
virus som replikerer i nukleus og virus som replikerer i cytoplasma (Haller og Kochs,
2002). I dette forsgket ble uttrykk av Mx-protein observert i kjerne til flere eksokrine
celler. Det kan ikke utelukkes at tilsynelatende farging av Mx-protein i kjernen kan veere
fordrsaket av uspesifikk bakgrunnsfarging, til tross for flere forsgk for a redusere dette.
Dog kan det vaere mulig at laks har bade cytoplasmisk og nuklezer form av Mx-protein
siden dette tidligere er funnet hos andre arter. For & avkrefte eller bekrefte funnet kan
en benytte seg av qPCR der en anvender primer som binder til templat som bestar av
nuklezer form av Mx-mRNA. Det er funnet nuklezer form av Mx-mRNA hos laks (B.

Robertsen, personlig meddelelse).
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4.2 Effekt av IFN-plasmider pa beskyttelse mot SAV3

Fiskegrupper som var behandlet med IFN-plasmider ble smittet med SAV3 ti uker etter
IFN-injeksjon. Etter en uke ble fisken analysert for virusmengde i blod, og etter tre uker
ble patologiske forandringer undersgkt. Resultater fra qPCR og histopatologi viste at
kontrollgruppene (injisert med PBS eller kontrollplasmid) hadde hgye nivder av SAV-
partikler i blodet og uttalte forandringer i pankreas og hjerte som var forenelig med PD.
Virusinfeksjon var dermed vellykket. .Lm. injisering av pIFNa ga ingen beskyttelse mot
SAV3-infeksjon, da verken resultater fra qPCR eller histopatalogi var forskjellige fra
kontrollgrupper. Fisk injisert med pIFNb hadde signifikant lavere virusmengde i blod
sammenlignet med kontrollgruppe (p<0,05). Til forskjell fra kontrollgrupper ble det
observert noen intakte eksokrine celler i pankreas og feerre nekroser i hjerte hos fisk
stimulert med pIFNb. Til tross for dette var skader i vev sa uttalte at majoriteten av fisk
ble gradert til score 3 i affisert vev. Fisk injisert med pIFNc hadde meget signifikant
lavere mengde viruspartikler i blodet sammenlignet med kontrollgrupper (P<0,0001),
og signifikant lavere enn IFNb (p<0,05). Majoriteten av fisk i pIFNc-gruppe hadde
moderate forandringer i affisert vev. Resultatene tyder pd at pIFNb kan ha dempet
virusreplikasjonen noe i viremisk fase, men siden patologiske endringer var uttalte har
ikke beskyttelse vart sterk nok til & til 3 hemme virusreplikasjonen i malvev. Fisk
injisert med pIFNc har vert bedre beskyttet mot SAV3-virus sammenlignet med de
andre fiskegruppene. Behandling med pIFNc har imidlertid ikke etablert et antiviralt
forsvar som har gitt full beskyttelse mot infeksjonen, da bade pankreas og hjerte hadde

patologiske forandringer fordarsaket av SAV.

Mildere forandringer i pankreas hos fisk behandlet med pIFNc samsvarte godt med
resultater i del en av forsgket, da det ble observert hgyest oppregulering av Mx-mRNA
og Mx-protein i denne gruppen. Dette indikerer at mengde Mx-protein (og andre
antivirale proteiner) har betydning for utfall av SAV3-infeksjon. Det at en ikke oppnar
full beskyttelse mot SAV3 etter injeksjon med pIFNc kan skyldes at viruset infiserer
celler som ikke blir stimulert av IFNc eller at SAV3 evner & motvirke viktige antivirale

proteiner. Dette bgr undersgkes narmere.
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Pankreas var det vevet som var hardest rammet av SAV3-infeksjon tre uker etter smitte.
Det var kun var fisker i pIFNc-gruppe som fikk lavere patologisk score enn 3. Dette
samsvarer godt med tidligere undersgkelser som viser at pankreas trolig er
foretrekkende vev for SAV3-replikasjon, og det er det fgrste vevet der skade detekteres
(McLoughlin et al,, 2002, Xu et al., 2012a). Siden det ikke ble observert akutt nekrose i
pankreas, tyder dette pa at akutt stadium var passert i alle gruppene. Da det ikke ble
funnet patologiske endringer i muskel tyder det pa at fisk var i sub-akutt stadium av

sykdom etter tabell 1.

Bade fisk fra pIFNb-gruppe og sarlig pIFNc-gruppe hadde intakte eksokrine celler igjen
i pankreas. Disse cellene kan ha klart seg gjennom hele infeksjonen pa grunn av et
forsterket antiviralt forsvar forarsaket av pIFN. Intakte eksokrine celler kan ogsa ha
veert regenererte celler. Hvor raskt vev regenereres etter PD-utbrudd er varierende og
kan Kkorrelere med alvorlighetsgrad pa utbrudd samt miljgmessige faktorer.
Regenerering av eksokrine celler kan skje i Igpet av to uker, men det kan ogsa ta opp til
tre maneder fgr regenerering observeres (Mcvicar, 1987). Under oppleering med Jinni
Gu ble det lagt vekt pa 3 se etter eksokrine celler i mitose som et tegn pa regenerering. |
enkelte celler ble det funnet deling av cellekjerne (Figur 20). Disse cellene var trolig
under mitose, men majoriteten av cellene viste ikke tegn til dette. Det er derfor
vanskelig a fastsla om eksokrine celler som ble observert var regenererte eller ikke.
Dette ville vaert lettere a avgjgre om patologiske forandringer hadde blitt undersgkt ved
flere tidspunkter i sykdomsforlgpet. Hjertemuskulatur hadde ikke tegn til regenerering
da det ikke ble observert observeres hypertrofi av myocyttkjerner i overgangen mellom
kompakt og spongigst lag i ventrikkel. Dette kan tyde pa at hjerter med moderate eller
sparsomme forandringer i muskulatur har hatt omrader der muskelceller har veert
intakte gjennom hele virusinfeksjonen. Det er vanlig a ikke observere patologiske
endringer i skjelettmuskel fgr etter tre til fire uker etter at skader i hjerte og pankreas er
detektert (McLoughlin og Graham, 2007). Det var derfor ikke forventet a finne endringer
i dette vevet. Virusmengde har kanskje ikke veert hgy nok til 8 kunne pavirke muskelvev
i stor nok grad til a forarsake forandringer. Det er tidligere vist at virusmengde ma over
en viss terskelverdi for a forarsake patologiske endringer i vev (Xu et al., 2012a). Det
ville vert interessant & male virusmengde i vev med qPCR for & undersgke om

virusmengde i vev korresponderte patologiske endringer.
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Det var stor variasjon i antall leukocytter tilstede i pankreas mellom ulike pIFN-grupper
etter infeksjon med SAV3. Kontrollgrupper og plFNa-gruppe hadde ingen eller fa
leukocytter i pankreas, mens det ble observert massiv infiltrasjon av leukocytter i
pankreasvev i pIFNb- og pIFNc-gruppe. Det er tidligere vist stor variasjon i
tilstedeveerelse av leukocytter i pankreas ved SAV-infeksjon (McLoughlin et al,, 2002,
Desvignes et al, 2002, Taksdal et al, 2007, Xu et al, 2012a). Hvilke betydning
leukocytter har i pankreasvev etter SAV-infeksjon er uviss. Ved histopatologi observeres
normalt leukocytter etter akutt stadium og de er trolig viktig for a fjerne dgde celler
samt a bygge opp nye celler. Men regenerasjon kan i enkelte tilfeller forekomme helt

uten tilstedevaerelse av leukocytter (Jinni Gu, personlig meddelelse).

Ingen av interferonene i dette forsgket ga full beskyttelse mot SAV3-virus. In-vitro
forsgk har vist at IFN har en sterk inhiberende effekt pa SAV3-replikasjon, men
behandlingstidspunkt er viktig. Jo senere behandling med IFN jo mindre beskyttelse mot
SAV (Xu et al,, 2010, Sun et al., 2011). I vart forsgk ble fisk smittet med SAV3-virus ti
uker etter i.m. injeksjon av pIFN, og rett fgr smitte ble det bekreftet et gkt uttrykk av Mx-
protein i eksokrine celler i pankreas. @kt uttrykk av Mx-protein tyder pa et gkt antiviralt
forsvar. Effekten av et gkt antiviralt forsvar har i vart forsgk ikke veert sterk nok til a
stoppe virusinfeksjonen. Det er tidligere vist at flere virus har evne til & hemme ulike
deler av interferonsystemet (Weber og Haller, 2007). Mekanismene som fgrer til
hemming av medfgdt immunforsvar kan influere utfallet av infeksjonen, ved at virus er i
stand til & replikere i celler selv om vertens immunforsvar er intakt (Workenhe et al,,
2010). Alfavirus som infiserer andre vertebrater har vist seg & kunne hemme IFN-
signalering in vitro, blant annet ved & forstyrre STAT1-signalering (Simmons et al., 2009,
Simmons et al,, 2010). Det er ikke undersgkt om SAV har lignende egenskaper. Selv om
det er vist at IFNa har sterk inhiberende effekt mot SAV i cellekultur (Sun et al,, 2011),
kan en ikke utelukke at SAV kan interferere og hemme ulike mekanismer i

interferonsystemet.
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4.3 Kan interferoner-plasmider benyttes til a beskytte laks mot SAV?

Det er velkjent at IFN-I etablerer et antiviralt stadium i uinfiserte celler ved
virusinfeksjon. Interferoner og deres virkningsmekanismer er viktigst i tidlig del av
virusinfeksjon, fgr det adaptive immunresponsene har reagert, men kan ogsa bidra til a
sette i gang adaptive immunresponser (Samuel, 2001, Robertsen, 2006, Chang et al.,
2015). Hos mennesker benyttes IFN-I (IFN-a) hovedsakelig til behandling av pasienter
med kronisk hepatitt C virus (George et al, 2012). Rekombinant IFN-a har ogsa vist
beskyttende effekt mot influensavirus hos flere vertebrater, blant annet kylling og
marsvin (Van Hoeven et al,, 2009, Meng et al., 2011). Dessverre er det sveert kostbart a
produsere rekombinante IFN i tillegg til at de degraderes raskt. Dette gjgr at de er lite
egnet i oppdrett av fisk der det kreves langvarig beskyttelse og kosteffektive vaksiner.
Som nevnt tidligere er det vist at pIFNc gir beskyttelse mot ILAV i minst atte uker og det
er observert et vedvarende Mx-uttrykk i lever i minst 22 uker. Begge resultatene
indikerer at pIFNc har den langvarige effekten som kreves for a gi langvarig beskyttelse

mot sykdom gjennom en hel produksjonssyklus.

Pankreassykdom er den mest tapsbringende virussykdommen i norsk fiskeoppdrett.
Tross iherdig arbeid utfgrt av neering og forvaltning som inkluderer en rekke
smitteforebyggende tiltak samt bekjempelsesstrategier har antall utbrudd av PD har gkt.
Nye Igsninger - som a benytte IFN som immunostimulant kan muligens bidra til a

forebygge sykdommen.

A utvikle effektive DNA-vaksiner mot flere fiskepatogener, for eks. PD, IPNV, ILA og
nodavirus har vist seg a vere utfordrende (Mikalsen et al., 2005, Sommerset et al.,
2005b, Munang’andu et al.,, 2012, Xu et al.,, 2012b). Ved ILA-infeksjon ble det vist at pIFN
har immunostimulerende-effekt. DNA-vaksine med antigenet hemagluininesterase (HE)
gir alene liten beskyttelse mot ILA, men om HE injiseres i.m. sammen med pIFN-I gkes
beskyttelse mot sykdommen betraktelig (Chang et al.,, 2015). Vart resultat kan tyde pa
pIFNc kanskje kan veere en viktig komponent i en DNA-vaksine mot PD. IFNc som
immunostimulant kan bidra a sette i gang medfgdte og adaptive immunresponser i

vaksiner der antigenet alene ikke gir tilstrekkelig beskyttelse.
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Responsmekanismer involvert hos vert i forsvar mot virus er bestemt av komplekse
interaksjoner mellom vert og virus. I oppdrett kan uheldige forhold som stress og
infeksjon svekke fiskens fgrstelinjeforsvar, og dermed gjgre den mer mottakelig for
infeksjon (Robertsen, 2008). Det er mange faktorer som bestemmer utfallet ved PD-
utbrudd, det er blant annet blitt rapportert at anlegg med IPN-utbrudd har stgrre risiko
for a fa PD-utbrudd. Under enkelte omstendigheter kan sykdommer som HSMB, CMS og
gjelleinflammasjon ogsa influere utfall pd PD-utbrudd (Mcvicar, 1987, Jensen et al,,
2012). Dette tyder pa at fisk som allerede har et svekket immunforsvar kan veere mer
mottakelig for PD. En positiv egenskap med a bruke IFN som immunostimulant i PD-
vaksine er induksjon av et bredt spekter av antivirale gener som ogsa etablerer et
antiviralt forsvar mot andre virussykdommer. Dette kan kanskje fgre til at fisk blir

mindre mottakelig for PD som sekundzerinfeksjon.

[ eksperimentelle forsgk har fisk vesentlig bedre forhold enn fisk i kommersielt
oppdrett, da oppdrettsfisk er mer eksponert for flere stressfaktorer som naturlig
eksponering av patogener, plassmangel og vannstrgmmer (Herath et al., 2013). Det er
kan veere en av grunnene til at flere forsgk har gitt gode resultater eksperimentelt, men
ikke i felt (Gomez-Casado et al., 2011). Det er derfor viktig & undersgke om pIFNc har
like beskyttende effekt nar fisk eksponeres for stressfaktorer som forekommer i
kommersielt oppdrett. I tillegg ma det undersgkes om bruk av IFN som DNA-vaksine
eller som adjuvant i DNA-vaksine kan gi ugnskede effekter. Deriblant ma eventuelle
bivirkninger, redusert tilvekstvekt og redusert fiskehelse og fiskevelferd undersgkes

naermere ved bruk av p-IFN.

57



Diskusjon

4.4 Konklusjon

pIFNb og pIFNc virker systemisk og fgrer til signifikant oppregulering av Mx-
mRNA og ekspresjon av Mx-protein i pankreas. pIFNa virker ikke systemisk da
det ikke ga signifikant oppregulering av Mx-mRNA eller ekspresjon av Mx-

protein i pankreas.

Fisk som var injisert med pIFNb og pIFNc hadde signifikant lavere virusmengde i
blod sammenlignet med kontrollgrupper etter SAV3-infeksjon. Det var lavere
virusmengde i blod hos fisk injisert med pIFNc enn hos fisk injisert med pIFNb.
Det var ingen signifikante forskjeller i virusmengde mellom pIFNa-gruppe og
kontrollgruppe. Dette tyder pa at pIFNb og pIFNc kan ha indusert et forsterket

antiviralt forsvar i viremisk fase.

All fisk i pIFNa -gruppe og majoriteten av fisk i pIFNb-gruppe, hadde uttalte
patologiske forandringer i pankreas og hjerte tre uker etter SAV3-infeksjon.
Majoriteten av fisk i pI[FNc-gruppe hadde bare moderate forandringer i pankreas

og hjerte. Dette tyder pa at pIFNc har gitt delvis beskyttelse mot SAV3-virus.

Ingen av IFN-plasmidene ga full beskyttelse mot SAV3-infeksjon alene.
Resultatene indikerer at pIFNc kan bidra til 3 gke beskyttelse mot SAV3-infeksjon
hos laks.
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Appendix I - Reagenser

Reagenser

Produsent

Albumin fra kalverserum (BSA)
Benzoak

EndoFree Plasmid purification Mega kit
Etanol (99,8%)

Eukitt® quick-hardening mounting medium
Fast SYBR®Green Master Mix

Fettfri tgrrmelk, 5%

Formalaldehyd

Fosfatbufret saltvann (PBS)

Geiteserum

Histoclear

HRP-konjugert geit anti-kanin sekundeerantistoff
ImmunoHistoMount

Hydrogenperoxid

Mayers” haematoxylin

NaOH

Natrium-sitratbuffer pH 6.0

Paraplast

Primere

Proteinase K

QIAamp Viral RNA Mini Kit

Rabbit anti Mx

Reverse transcription kit

Sigma Aldrich

ACD Pharmaceuticals
Qiagen
Sigma-Aldrich

Fluka Analytical
Applied Biosystems
AppliChem

Sigma Aldrich

NFH

Sigma Aldrich
National diagnostics
Invitrogen

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich

Life Technologies
NFH

Dako

Histolab

Sigma- Aldrich

New England Biolabs
Qiagen

Dr. Hilde Hansen UiT

Qiagen
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RLT lysisbuffer

RNAlater

RNase AWAY

RNeasy Mini Kit

Shandon instant Eosin, alcoholic
Shandon Instant Hematoxylin

sodium dihyrdogen pohsphate dihydrate
sodium phosphate dibasic dodecahydrate
Tris buffer saline (TBS)

Tween 20

Ultra pure H»0

2-mercaptoetanol

3-Amino-9-ethylcarbazol

Qiagen

Ambion
Molecular BioProducts
Qiagen

Thermo Scientific
Thermo Scientific
Fluka Chemicals
Fluka Chemicals
NFH
Sigma-Aldrich
Biochrom
Sigma-Aldrich

Dako
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Appendix II- Lgsninger til PCR
Mx-uttrykk

Reagenser i trinn 1 av cDNA syntesen av RNA fra pankreas. Genomisk DNA ble fjernet ved a inkubere miks pa
42 °Ci2 min.

gDNA wipeout reagenser

dH20 7w
gDNA wipeout 2 ul
0,2 ul RNA 5ul
Totalt 14 pl

Reagenser i trinn 2, som ble overfgrt i strips med reagenser fra trinn 1 og inkubert pa 42 °Ci 15 min og 95 °C i
3 min.

Revers transkripsjons reagenser

RT primer 1ul
RT buffer 4ul
RTrev 1ul
RNA fra trinn 1 14 ul
Totalt 20 pl

Reagenser benyttet i kvantitativ RT-PCR for 4 male relativt uttrykk av Mx i pankreas.

Kvantitativ RT-PCR reagenser

Primer fw 0,8 ul
Primer rv 0,8 ul
Cyber green 7,5 ul
cDNA 6 ul

Totalt 15l
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SAV3

Reagenser i trinn 1 cDNA syntese RNA i serum fra SAV3-infisert laks. Genomisk DNA ble fjernet ved a
inkubere miks pa 42 °Ci 2 min.

gDNA wipeout reagenser

dH20 2 ul
gDNA wipeout 2 ul
RNA 10 wl
Totalt 14 pl

Reagenser i trinn 2, som ble overfgrt i strips med reagenser fra trinn 1 og inkubert pa 42 °Ci 15 min og 95 °C i
3 min.

Revers transkripsjons reagenser

RT primer 1ul
RT buffer 4ul
RTrev 1ul
RNA fra trinn 1 14 ul
Totalt 20 pl

Reagenser benyttet i kvantitativ RT-PCR for & male relativt uttrykk av SAV3 i serum fra SAV3-infiser laks.

Kvantitativ RT-PCR reagenser

Primer fw 2 ul
Primer rv 2 ul
Cyber green 10 wl
dH20 4 ul
cDNA 2 ul
Totalt 20 pl
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Appendix III- Lgsninger til immunhistokjemi og histologi

Tris Buffered saline Tween (TBST)

Dest vann (dHz0) 900 ml
Tris buffer saline (TBS) 10 x 100 ml
Tween 20 (detergent) 0,5 ml
Blokkingbuffer

Tgrrmelk (fettfri) 05¢g
BSA 05¢g
Tris buffer saline tween (TBST) 10 ml

4% paraformalaldehyd i PBS

milligvann 1 liter
0.1 M NaOH 1ml
paraformaladehyd 40g

Ble Blandet i flaske, som ble inkubert ved 55-60 °C til pulver var lgst opp. Tilsatte sa:

sodium phosphate dibasic dodecahydrate 275¢g

sodium dihyrdogen pohsphate dihydrate 42¢

Blandet til saltene var lgst opp og justert pH til 7,1-7,4.
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Formalin

Formalaldehyd lgsning 177 ml
milligvann 883 ml
sodium phosphate dibasic dodecahydrate 275g
sodium dihyrdogen pohsphate dihydrate 42¢g

Saltene ble blandet med 1/3 av vannet, sjekket pH, som ble justert til 7,1-7,4. Tilsatte sa resterende vann og
formalaldehydlgsning.
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Appendiks IV- Score resultater

Semi-kvantitativ gradering for PD-forandringer 3 uker etter SAV3-infeksjon for laks injisert i.m. med 50 pl
PBS. Gradering fra 0-3 av pankreas, hjerte og muskel. 0= normal, 1= sparsom forandring, 2= moderat forandring og
3=uttalt forandring. I= invasjon av leukocytter. Score x/x = patologiske endringer i overgang mellom to graderinger,
endelig score understreket.

Fisk nr: Pankreas Hjerte Muskel
1 3 3 0
2 3 3 0
3 3L) 3 0
4 3 3 0
5 3 3 0
6 3 3 0
7 3 3 0
8 3L) 2/3 0
9 3 3 0
10 3 3 0
11 3 3 0
12 3 3 0
13 3 3 0
14 3 3 0
15 3 3 0

Semi-kvantitativ gradering for PD-forandringer 3 uker etter SAV3-infeksjon for laks injiserti.m. med 15 pg
pcDNA3,3 opplgst i 50 ul PBS. Gradering fra 0-3 av pankreas, hjerte og muskel. 0= normal, 1= sparsom forandring,
2=moderat forandring og 3=uttalt forandring. I= invasjon av leukocytter. Score x/x = patologiske endringer i
overgang mellom to graderinger, endelig score understreket.

Fisk nr: Pankreas Hjerte Muskel
1 3 3 0
2 3 3 0
3 3 3 0
4 3 3 0
5 3@ 3 0
6 3 3 0
7 3@ 3 0
8 3 3 0
9 3 3 0
10 3 3 0
11 3 2/3 0
12 3 3 0
13 3 3 0
14 3 3 0
15 3 3 0
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Semi-kvantitativ gradering for PD-forandringer 3 uker etter SAV3-infeksjon for laks injisert i.m. med 15 ug
IFNa i 50 pl PBS. Gradering fra 0-3 av pankreas, hjerte og muskel. 0= normal, 1= sparsom forandring, 2= moderat
forandring og 3=uttalt forandring. L = invasjon av leukocytter. Score x/x = patologiske endringer i overgang mellom to
graderinger, endelig score understreket.

Fisk nr: Pankreas Hjerte Muskel
1 3 3 0
2 3L) 3 0
3 3 3 0
4 3 3 0
5 3 3 0
6 3 3 0
7 3 (L) 3 0
8 3 3 0
9 3 3 0
10 3 3 0
11 3 3 0
12 3 3 0
13 3L) 3 0
14 3L) 3 0
15 3 3 0

Tabell 10. Semi-kvantitativ gradering for PD-forandringer 3 uker etter SAV3-infeksjon for laks injisert i.m.
med 15 pg IFNb opplgst i 50 ul PBS. Gradering fra 0-3 av pankreas, hjerte og muskel. 0= normal, 1= sparsom
forandring, 2= moderat forandring og 3=uttalt forandring. L = invasjon av leukocytter. Score x/x = patologiske
endringer i overgang mellom to graderinger, endelig score understreket.

Fisk nr: Pankreas Hjerte Muskel
1 2/3(L) 2 0
2 3L) 2 0
3 3 3 0
4 2/3(L) 3 0
5 3 3 0
6 3@L) 3 0
7 3@ 2/3 0
8 3@L) 3 0
9 3@L) 3 0
10 3@ 2/3 0
11 3L) 3 0
12 3L) 3 0
13 3@L) 3 0
14 3L) 3 0
15 3@L) 3 0
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Tabell 11. Semi-kvantitativ gradering for PD-forandringer 3 uker etter SAV3-infeksjon for laks injisert i.m.
med 15 pg IFNc opplgst i 50 pl PBS. Gradering fra 0-3 av pankreas, hjerte og muskel. 0= normal, 1= sparsom
forandring, 2= moderat forandring og 3=uttalt forandring. L= invasjon avleukocytter. Score x/x = patologiske
endringer i overgang mellom to graderinger, endelig score understreket.

Fisk nr: Pankreas Hjerte Muskel
1 2(L) 2 0
2 3 3 0
3 2(L) 2 0
4 1/2(L) Odelagt 0
5 1(L) 2 0
6 2/3(L) 2 0
7 2(L) 2 0
8 1/2(L) 2 0
9 3L) 3 0
10 3(L) 2 0
11 2(L) 1 0
12 3L) 12 0
13 2(L) 12 0
14 2(L) 2 0
15 2/3(L) 2 0
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