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Sammendrag

Virusinfeksjoner utgjgr lakseoppdrettsneringens stgrste sykdomsproblem pa landsbasis og
forarsaker arlig store tap i form av dgdelighet, redusert tilvekst, samt reduksjon i fiskehelse og -
velferd. Dette til tross for omfattende smitteforebyggende tiltak og vaksinasjon. Interferonsystemet
spiller en ngkkelrolle i det medfgdte antivirale forsvaret hos pattedyr, hvor alarmproteinet interferon
(IFN) produseres og skilles ut av virusinfiserte celler og videre induserer gkt antiviralt forsvar i
andre celler ved & binde reseptorer som resulterer i induksjon av antivirale gener. Laks har et
velfungerende IFN-system som spiller en viktig rolle 1 fiskens medfgdte virusforsvar. Det har blitt
vist at IFN-stimulering kan gi gkt genuttrykk av antivirale gener i fisk og studier om bruken av IFN
som vaksineadjuvant har gitt lovende resultater hos pattedyr. Tidligere forskning i Bgrre Robertsens
gruppe har vist at intramuskuler injeksjon av ekspresjonsplasmid for IFNc gir beskyttelse av laks
mot ILAV bade ved injeksjonssmitte og kohabitantsmitte. Injeksjon av ekspresjonsplasmider for
IFNal eller IFNb ga imidlertid ingen beskyttende effekt. Pa bakgrunn av dette ble effekt av IFNc pa

genekspresjon hos laks studert videre 1 denne oppgaven.

I forste del av oppgaven ble induksjon av antivirale gener i fornyreleukocytter fra atlantisk laks
studert etter stimulering med rekombinant IFNal og IFNc. Det ble ved kvantitativ RT-PCR vist at
begge IFN ga en klar og relativt lik induksjon i genuttrykk av antivirale gener og reseptorer for
viralt RNA. Det ble videre utfgrt et forsgk hvor effekt av et ekspresjonsplasmid for IFNc pa
genuttrykk av antivirale gener og virusreseptorer hos presmolt av laks ble studert i en periode pa
atte uker, for & undersgke mulige forklaringer pa hvorfor i.m. injeksjon av IFNc-plasmid ga
beskyttende effekt mot ILAV. Ved bruk av kvantitativ RT-PCR ble det vist at IFNc-plasmid
induserer gkt uttrykk av antivirale gener ved injeksjonsstedet i muskelen 1 hele forsgksperioden. I
tillegg ble det observert en gkning 1 genuttrykk av antivirale gener og virusreseptorer i fornyre ved
samme periode, samt gkte transkripter av Mx vFed indre organer én uke etter injeksjon. Disse
resultatene samsvarte med og ble bekreftet av resultater fra Western blotting og immunhistokjemi

som viste detekterbare proteinuttrykk av Mx i lever ved uke 1, 3 og 8 og hjerte ved uke 8.

Resultater fra forsgkene utfgrt i dette mastergradsarbeidet indikerer at IFNc kan benyttes til a gke
medfgdt antiviralt forsvar hos laks og fglgelig kan ha potensiale til & benyttes som immunstimulant

eller vaksineadjuvant for a forebygge virussykdommer i oppdrett.
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Innledning

1 Innledning

Virusinfeksjoner utgjgr oppdrettsnaringens stgrste sykdomsproblem pa landsbasis og gir arlig store
tap i form av dgdelighet og redusert tilvekst (83). Dessuten pafgrer virusinfeksjoner lidelse hos
fisken og svekker immunforsvaret, noe som gjgr den mer utsatt for sekund@rinfeksjoner. Syk fisk
takler ogsa handtering og ugunstige miljgfaktorer darligere. Til tross for at det finnes tilgjengelige
virusvaksiner pa markedet, er flere av sykdommene svart utbredte og forarsaker vesentlige
gkonomiske tap for oppdretter. Det er derfor et klart behov for & forbedre virusvaksiner til laks,
samt utvikle andre metoder som kan redusere omfang og utbredelse av virussykdommer i
oppdrettsneringen. Bgrre Robertsens forskningsgruppe studerer om interferon (IFN) kan brukes til
a styrke laksens forsvar mot virusinfeksjoner. IFN er ngkkelproteiner i det antivirale forsvaret hos
vertebrater. Som respons pa en virusinfeksjon, vil celler syntetisere og skille ut IFN som videre
stimulerer produksjon av antivirale proteiner 1 uinfiserte celler og gj@r at cellene blir beskyttet mot
virusinfeksjon (107). Det har blitt vist at atlantisk laks (Salmo salar L.) har et velutviklet IFN-
system (98, 100). IFN-systemet er n&ermere beskrevet nedenfor. Denne oppgaven omhandler bruken

av IFNc fra laks til 4 stimulere fiskens forsvar mot virusinfeksjon.

1.1  Virussykdommer i lakseoppdrett

Utbrudd av virussykdommer i 2012
200

150

100
0 J—
IPN

PD CMS HSMB ILA

Figur 1. Antall utbrudd av virussykdommer pa laks og grret i 2012. Tallene er hentet fra Fiskehelserapporten 2012 (83).

Infeksigs pankreas nekrose (IPN) forarsakes av infeksigs pankreas nekrosevirus (IPNV), et dobbelt-
tradig (ds) RNA-virus i familien Birnaviridae (23). IPN kan forarsake hgy dgdelighet hos
lakseyngel i settefiskfasen, men kan ogsa fgre til betydelige tap etter smoltutsett i sj@ (97). Pankreas

disease (PD) forarsakes av salmonid alfavirus (SAV), et enkelttradig (ss) RNA-virus i familien
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Togaviridae som forarsaker hgy dgdelighet, redusert tilvekst og - slaktekvalitet hos laks i sjg (51).
PD forarsaket av subtypen SAV3 regnes som endemisk fra Agder til Hustadvika i Mgre og
Romsdal, og strenge tiltak er iverksatt for a forhindre spredning av sykdommen utover dette
omradet (7). Det har imidlertid nylig blitt registrert PD utenfor den endemiske sonen, men disse
utbruddene forarsakes av subtypen SAV2. Bade IPN og PD rammer blant annet pankreas, noe som
medfgrer fordgyelsesproblemer for fisken. Kardiomyopatisyndrom (CMS) forarsakes av piscint
myokardittvirus (PMV), et dSRNA-virus (Totiviridae) som forarsaker hjertesvikt hos stor, slakteklar
fisk (41). Hjerte- og skjelettmuskelbetennelse (HSMB) forarsakes av piscint reovirus (PRV)
(Reoviridae), et dsSRNA-virus som angriper hjerte- og skjelettmuskel hos laks og kan gi hgy
dgdelighet 5-9 maneder etter sjgutsett (29). Stor utbredelse og hyppige utbrudd gjgr IPN, PD, CMS
og HSMB til gkonomisk viktige sykdommer i norsk oppdrettsnering. Infeksigs lakseanemi (ILA)
forarsakes av infeksigs lakseanemivirus (ILAV), et ssRNA-virus (Orthomyxoviridae) som
forarsaker alvorlig anemi hos laks (25). ILA har tidligere medfgrt store tap i norsk oppdrett, men
grunnet gode smitte-forebyggende tiltak, med blant annet forebygging av horisontal smitte, ansees
sykdommen i dag som under kontroll. Infeksigs hematopoetisk nekrose virus (IHNV) og viral
hemoragisk septikemi virus (VHSV) er ssRNA-virus (Rhabdoviridae) som forarsaker hgy
dgdelighet i oppdrett av regnbuegrret (Oncorhynchus mykiss) og laks utenfor Norge (108).
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1.2 Forebyggende tiltak

1.2.1 Smitteforebyggende tiltak

Oppdrettsn@ringen praktiserer omfattende smitteforebyggende tiltak, hvorav flere er nedfelt i
forskrifter, som har vart av stor betydning for dagens hgye produksjon av laks og grret. Slike tiltak
omfatter blant annet god avstand mellom anleggene, generasjonsskille, desinfeksjon av smittefarlig
utstyr og fjerning av dgd fisk (30). Fgr smoltutsett i sjg, har det blitt vanlig a screene fisk for noen
virus. Det er begrenset interaksjon av personell og utstyr mellom anlegg og lokaliteter brakklegges
mellom produksjonene, i tillegg skal alt sjgvann desinfiseres fgr inntak i1 settefiskanlegg (31).
Brgnnbater blir grundig rengjort og desinfisert etter transport av fisk, og transport gjennom
smittefarlige omrader unngas dersom det er mulig. Fiskehelsepersonell, Mattilsynet og
Fiskeridirektoratet holder jevnlig tilsyn med anleggene for & sgrge for optimale miljgbetingelser for
fisken. Ved mistanke om eller pavisning av smittsomme sykdommer gir ”Forskrift om smittsomme
sykdommer, akvatiske dyr” myndighetene hjemmel i lov til a iverksette tiltak og sanksjoner overfor
oppdretter hvor det blant annet kan kreves utslakt av fisk ved pavisning av meldepliktig sykdom
(30). VHS, IHN og ILA er meldepliktige sykdommer pa liste 2 (ikke-eksotiske), mens PD og
HSMB er liste 3-sykdommer (nasjonale).

1.2.2 Vaksiner

Vaksinasjon ansees som det mest effektive tiltaket mot infeksigs sykdom hvor hensikten er a
indusere en spesifikk, langvarig immunrespons som kan hindre eller begrense infeksjon av
infeksigst agens (65). Vaksine defineres som et preparat av mikrobielt antigen, ofte kombinert med
adjuvant, administrert til individer for d indusere beskyttende immunitet mot mikrobielle
infeksjoner” (1). Ved vaksinasjon blir det adaptive immunforsvaret aktivert, noe som fgrer til
proliferasjon og differensiering av lymfocytter til effektorceller og hukommelsesceller. Videre gir
dette beskyttende immunitet mot mikroben (1). B-celler produserer spesifikke antistoffer og
cytotoksiske T-celler (CTL) dreper celler infisert med intracellulere mikrober (1). Tradisjonelle
vaksiner bestar av inaktiverte eller attenuerte mikrober, men genet som koder for et spesifikt
antigen kan ogsa uttrykkes rekombinant i bakterier og videre isoleres til bruk i subenhetsvaksiner.
Spesifikk immunitet kan ogsa oppnas ved DNA-vaksinasjon hvor genet som koder for et mikrobielt
antigen klones inn i et plasmid som bestar av bakterielt DNA (126). Plasmider kan bli injisert intra-
muskulart (i.m.) 1 verten og videre tatt opp av muskelcellene hvor genet transkriberes og mRNA

translateres av cellens eget apparat (126). Dette medfg@rer at verten selv blir vaksineprodusenten.
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1.2.3 Vaksinering i lakseoppdrett

Utvikling av vaksiner til atlantisk laks har vert en forutsetning for dagens hgye produksjonsvolum
og lave antibiotikaforbruk. Pa begynnelsen av 1980-tallet gkte produksjonen av norsk oppdrettslaks,
noe som resulterte i en gkning av antall sykdomsutbrudd. Serlig kaldtvannsvibriose forarsaket av
Vibrio salmonicida ga betydelige tap. Store mengder antibiotika ble benyttet, som videre forte til
store miljgutslipp og resistens mot medikamentene (9). Vaksiner basert pa formalininaktiverte
bakterier har siden gitt tilnermet full beskyttelse mot kaldtvannsvibriose, vibriose forarsaket av
Vibrio anguillarum, samt furunkulose forarsaket av Aeromonas salmonicida (117). For a oppna full
beskyttelse mot furunkulose, ma de inaktiverte bakteriene emulgeres i mineralolje, noe som gir en
depoteffekt av vaksinen og dermed en forbedret immunrespons (122). Disse vaksinene
administreres via intraperitonal (i.p.) injeksjon som er ansett som den mest effektive metoden (77,
89). Bruk av oljeadjuvans fgrer imidlertid i1 ulik grad til adhesjoner i1 bukhulen, samt
melaninansamlinger 1 fileten og kan dermed redusere fiskevelferd og slaktekvalitet (9). Laks kan
ogsa vaksineres ved immersjon mot Vibrio og Yersinia i suspensjoner av inaktiverte bakterier, men
disse vaksinene er i mindre grad benyttet. I dag er det pabudt a vaksinere all settefisk av atlantisk

laks mot minimum furunkulose, vibriose og kaldtvannsvibriose (31).

Virusvaksiner mot IPN, PD og ILA, basert pa enten inaktiverte virus eller rekombinante subenheter,
er tilgjengelige, men de mange sykdomsutbrudd av IPN og PD indikerer en moderat effekt.
Vaksiner basert pa attenuerte virus kan kanskje gi bedre beskyttelse, men er ikke lov a bruke av
miljgsikkerhetsmessige hensyn. En undersgkelse av tre ulike viruskonsentrasjoner av en ILA-
vaksine fastslo at beskyttende effekt korrelerte med mengde virus injisert, en sammenheng som
ogsa har blitt vist for en IPN-vaksine (57, 80). Produksjon av adekvate mengder viruspartikler eller
rekombinant virusantigen er kostbart og arbeidskrevende, noe som gjgr at produksjonskostnaden for
a produsere tilstrekkelige mengder virusantigen kanskje ikke er gkonomisk forsvarlig i

lakseoppdrett (67).

DNA-vaksiner baserer seg pa i.m. injeksjon av et DNA-segment som koder for et mikrobielt
antigen. Det har blitt vist at injeksjon av et plasmid som koder for rhabdovirusenes glykoprotein (G-
protein) har gitt god beskyttelse mot IHN og VHS hos bade regnbuegrret og laks (117, 126). DNA-
vaksiner mot IPNV og ILAV har ogsa vert testet hos laks, men ga imidlertid langt darligere
beskyttelse enn vaksinene mot rhabdovirusene (75-76). Fordelen ved bruk av en DNA-vaksine
sammenlignet med en vaksine basert pa hele eller deler av viruspartikler, er at celler som tar opp

plasmidet vil produsere virus-antigen, noe som vil fgre til en etterligning av en reell virusinfeksjon
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og felgelig aktivere bade humoral og celluler immunitet (122). Vaksiner basert pa rekombinant
protein eller inaktivert virus vil derimot hovedsakelig fgre til aktivering av humoral immunitet. I
tillegg til god beskyttelse av DNA-vaksiner mot IHN og VHS har det ogsa blitt vist at plasmider
kan uttrykkes 1 fiskemuskel over lang tid. Tonheim og medarbeidere (2007) viste at i.m. injisert
plasmid var detekterbart 535 dager etter injeksjon, noe som viser at DNA-vaksiner har potensiale til
a indusere langvarig immunitet i sjgvannsfasen (127). I Norge og EU defineres forelgpig DNA-
vaksinert fisk som genmodifiserte organismer (GMO). Muligheten for at plasmid kan integreres i
vertens genom ansees som lite sannsynlig, men grunnet fgre-var-prinsippet er DNA-vaksiner
forelgpig ikke tillatt i Europa (126). En vaksine mot IHN er imidlertid godkjent i Canada og har
vert 1 salg der siden 2005 (105). I Norge er GMO omfattet av genteknologiloven som skal sikre at

fremstilling av GMO skjer uten miljgmessige skadevirkninger (34).

1.2.4 Avl av laks med gkt motstandsdyktighet mot virusinfeksjon

@kt resistens mot virusinfeksjon kan vare en arvbar egenskap og benyttes i dag av
rognprodusentene til & produsere laks med gkt resistens mot IPN. Slik fisk blir populart kalt QTL-
fisk, da avlsmetoden er basert pa sakalte ”quantitative trait loci” (QTL). QTL er et omrade pa
genomet som kan styre en bestemt, kvantitativ egenskap og som kan defineres med genetiske
markgrer (79). Lokalisering av QTL for sykdomsresistens er av stor interesse, da dette vil gi viktig
kunnskap om den genetiske reguleringen av resistens mot virusinfeksjoner, samt vert/virus
interaksjoner i fisk (45). Moen og medarbeidere fant i 2007 en QTL for ILA-resistens, men denne
betegnes som svak og er ikke i bruk (79). En QTL for IPN-resistens ble funnet av Houston og
medarbeidere 1 2008 og selskapet SalmoBreed har nylig meldt om at det har blitt funnet en relativt
sterk QTL for PD-resistens (45, 104). QTL-rogn for IPN-resistens har vert tilgjengelig pa det
norske markedet siden 2009 og selskapet Aquagen rapporterer at QTL-laks har hgyere
motstandsdyktighet mot IPNV i bade ferskvannsfasen og sjgvannsfasen sammenlignet med tidligere

generasjoner og referansegrupper uten QTL (5-6).

Nedgangen i antall innmeldte IPN-utbrudd de siste arene kan vere et resultat av at QTL-rogn i dag
benyttes i stgrre grad i settefiskanleggene, men kan ogsa delvis skyldes at IPN ikke lenger er en
meldepliktig sykdom, noe som kan ha fgrt til underrapportering. En vet forelgpig lite om
mekanismene bak IPN-resistensen hos QTL-fisk, men dette kan involvere gener forbundet med

medfgdt immunitet mot virus eller gener som pavirker opptak og replikasjon av IPNV generelt.
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1.3  Adaptiv og medfgdt immunitet mot virus hos vertebrater

Bade det medfgdte og adaptive immunforsvaret er viktig for & bekjempe virusinfeksjoner hos

vertebrater (15). En oversikt er oppsummert i tabell 1.

Tabell 1. Oversikt over medfgdt og adaptivimmunitet mot virus hos vertebrater. Modifisert etter Chaplin 2010 (15).

MEDF@DT IMMUNFORSVAR ADAPTIVT IMMUNFORSVAR
FUNKSJON Fgrstelinjeforsvar Ervervet immunitet
RESPONS OG VARIGHET  Hurtig respons, kort varighet Langsommere respons, lang varighet
KOMPONENTER Hud, mukus, fagocytter Lymfocytter (B-celler, T-hjelpeceller,

(DC, NK-celler, monocytter/makrofager cytotoksiske T-celler)
og neutrofiler), cytokiner, kjemokiner,
reseptorer for viralt arvestoff

komplement
SPESIFISITET Lav, gjenkjenner relativt fa antigener Hgy, gjenkjenner relativt mange antigener
HUKOMMELSE Nei Ja

1.3.1 Adaptivimmunitet mot virusinfeksjoner

Ved vaksinasjon av en vertebrat mot en mikrobe vil lymfocytter differensiere til effektorceller og
hukommelsesceller som vil indusere ngytralisering og eliminering av mikroben, samt gi en rask og
spesifikk immunrespons ved andregangs eksponering (1). Mikroben vil dermed bekjempes for den
forarsaker sykdom hos verten og dette prinsippet benyttes ved vaksinering. Adaptiv immunitet er
mediert av reseptorer uttrykt pa B- og T-celler (15). Hgy spesifisitet oppnas ved somatisk
rearrangering av genelementer for a danne spesifikke T-cellereseptorer (TCR) og B-cellereseptorer
(BCR), ogsa kalt immunglobuliner (Ig). Det har blitt vist at fisk har BCR og det er karakterisert tre
Ig isotyper; IgM, IgD og IgT/IgZ (142). Disse har imidlertid ikke isotopbytte og lav affinitet (122).
I tillegg innehar B-celler hos fisk fagocyttisk aktivitet (62). Adaptiv immunitet mot virus oppnas
ved aktivering av det cellulere immunforsvaret hvor T-celler gjenkjenner peptidantigen presentert
av antigenpresenterende celler (APC) via major histocompatibility complex (MHC) uttrykt i
membranen. T-celler differensierer til CTL som dreper celler som utrykker virusantigen 1i tillegg til
hukommelsesceller som sgrger for en potent eliminering av mikroben ved reinfeksjon (1). Det har
blitt vist at fisk har T-celler med liknende aktivitet som hos pattedyr, samt TCR og co-reseptorene

CDS8 og CD4 (12, 126).
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13.2 Medfgdt immunitet mot virusinfeksjoner

Flere komponenter er involvert i medfgdt immunitet mot virus og disse har, i motsetning til
immunceller 1 det adaptive immunforsvaret, relativt lav patogenspesifisitet og aktivering av disse
medfgrer ikke hukommelse. I tillegg til fysiske barrierer (hud og mukus) bestar medfgdt immunitet
mot virus av komplement, kjemokiner, cytokiner og reseptorer for viralt arvestoff (1). NK-celler
spiller en viktig rolle i bekjempelsen av virusinfeksjoner ved a drepe virusinfiserte celler og
aktivere fagocytter ved a skille ut cytokiner. Dendrittiske celler (DC), monocytter (i blod),
makrofager (i vev) og neutrofiler fagocytterer mikrober og degraderer dem i intracellulere vesikler.
DC, monocytter og makrofager er ogsa antigenpresenterende celler (APC) (1). DC finnes i de fleste
vev, men er konsentrert i immunologiske organer og uttrykker bade MHC I og MHC II noe som
fgrer til at de kan aktivere bade CTL og T,-celler (15). Plasmacytoide DC (pDC) er spesialiserte
IFN-produserende celler som skiller ut store mengder IFNo, men ogsa IFNf under virusinfeksjoner

(140).

Flere immunceller er konservert 1 fisk og inkluderer monocytter, makrofager, neutrofiler og NK-
celler (134). DC har nylig blitt identifisert i zebrafisk og regnbuegrret (8, 68). I tillegg har flere

cytokiner og samtlige reseptorer for viralt arvestoff ogsa blitt karakterisert hos fisk (130, 142).

14 Interferonsystemet

IEN er cytokiner som spiller en ngkkelrolle i vertebratenes fgrstelinjeforsvar mot virusinfeksjoner
(107). Viralt RNA gjenkjennes av reseptorer i cellene og initierer en signaltransduksjon som leder
til transkripsjon og produksjon av IFN. IFN skilles ut, transporteres med blodbanen og binder IFN-
reseptorer (IFNR) som finnes pa de fleste kroppsceller som videre stimulerer produksjon av
antivirale proteiner 1 uinfiserte celler (107). IFN-mediert signaltransduksjon fgrer til gkt
transkripsjon av flere hundre ISG, deriblant flere som koder for antivirale proteiner som hindrer
replikasjon eller spredning av virus (38). IFN kan ogsa indusere apoptose av virusinfiserte celler,
samt aktivere bade medfgdte og adaptive lymfocytter (123). Hos pattedyr deles IFN inn i type I, I
og III pa grunnlag av sekvenslikhet, kromosomal lokalisasjon, samt hvilket reseptorkompleks som
blir benyttet til signaltransduksjon (16). Hos mennesker bestar type I IFN av IFNa, IFN, IFNw,
IFNk og IFNe hvor IFNa og IFNf ansees for a vaere viktigst i fgrstelinjeforsvaret mot virus (87).
Type I IFN hos pattedyr mangler introner i genene og benytter én og samme IFN-reseptor (IFNR)
til signaltransduksjon. Denne bestdar av subenhetene IFNAR1 og IFNAR2 (107). Viktigheten av

IFN-systemet i forsvar mot virus ble fastslatt gjennom generering av “knock out” mus, hvor type I

7
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IFNR ble fjernet. Disse musene dgde raskt av virusinfeksjoner til tross for et velfungerende adaptivt
immunforsvar (38). Type I IFN hos fisk bestar av minst fire subtyper (IFNa, IFNb, IFNc og IFNd)
og er forskjellig fra type I IFN hos pattedyr pa flere mater (120). Hos fisk har genene for type I IFN
fire introner og har lav sekvenslikhet med type I IFN hos pattedyr. Fisk benytter dessuten minst to

ulike IFNR til signaltransduksjon (3).

Type II IFN er identisk med IFNy (87). I motsetning til type I IFN som kan produseres av de fleste
celletyper, blir IFNy hovedsakelig produsert av NK-celler ved den medfgdte immunresponsen og av
T-celler ved den adaptive immunresponsen (120). IFNy signalerer gjennom en egen reseptor som
bestar av subenhetene IFNGR1 og IFNGR2 (107). IFNy er karakterisert i flere fiskearter, deriblant
laks hvor det har blitt vist at fisk har lik ekson/intron struktur i genene som pattedyr og innehar

antiviral effekt mot akvatiske virus (120).

Type III IFN bestar av IFNA1, IFNA2, IFNA3 (116). IFNA likner strukturelt sett pa IL-10, men
innehar lignende antivirale, antiproliferative og immunomodulerende egenskaper som type I IFN
(116). IFNA signalerer gjennom reseptorkomplekset IFNLR 1/IFNLR?2 noe som fgrer til en lignende
signaltransduksjon som for type I IFN (143). IFNA er hittil ikke funnet hos fisk.
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1.5 Reseptorer for viralt RNA

Virusinfiserte celler syntetiserer IFN som en respons pa at cellene gjenkjenner og binder viralt RNA
via RIG-I-lignende reseptorer (RLR) i cytoplasma eller toll-lignende reseptorer (TLR) som er
forankret 1 membranen hos intracellulere organeller som endosomer (143). Reseptorer for viralt
RNA binder mikrobielle komponenter som er essensielle for mikrobens overlevelse, noe som sikrer

at mikroben ikke kan modifisere strukturen for a unnslippe a bli gjenkjent av vertens immunforsvar

G2

151 RLR

RLR-familien bestar av RIG-I, MDAS og LGP2, hvor RIG-I og MDAS er de viktigste reseptorene
for viralt RNA i de fleste nukle@re celler med unntak av pDC hos pattedyr (124, 142). I tillegg til &
binde viralt RNA, binder RIG-I og MDAS5 ogsa polyinosinic polycytidylic acid (poly I:C), et
syntetisk dsSRNA som induserer type I IFN 1 celler (69). RIG-I og MDAS er konstitutivt uttrykt i
cytoplasma hos de fleste celler (124). RIG-I og MDAS inneholder CARD-domener, viktig for
aktivering av nedstrgms signalveier som fgrer til gkt produksjon av IFN, i tillegg til et DExD/H-
boks RNA helikasedomene, ansvarlig for gjenkjenning og binding av ligand (54). RIG-I, MDAS og
LGP2 har blitt karakterisert hos flere fiskearter, deriblant laks (14, 56).

RIG-I og MDAS signalerer via IPS-1

Ved binding til viralt RNA vil RIG-I og MDAS assosiere med adaptorproteinet IFN-f promoter
stimulator 1 (IPS-1) gjennom CARD-CARD interaksjoner (Fig.2) (4). IPS-1 er bundet til
mitokondrier via et C-terminalt transmembrandomene, men det har ogsd blitt vist at IPS er
lokalisert pa peroxisomer (54). IPS-1 assosierer med TRAF3 som rekrutterer og aktiverer kinasene
TBK1 og IKKe. Disse fosforylerer og aktiverer interferon regulatory transcription factor 3 (IRF3)
og IRF7, samt nuclear factor kappa B (NFxB) (123). NFkB, samt fosforylerte homo/heterodimere
av IRF3 og IRF7, translokerer inn i kjernen og binder seg til promotoren hos IFN, noe som

aktiverer transkripsjonen av type I IFN (54).

Flere studier har blitt utfgrt p& RLR-signalering hos fisk og bade IRF3 og IRF7 er karakterisert
(139). Lauksund og medarbeidere (2009) har dessuten vist at IPS-1 spiller en tilsvarende rolle hos

atlantisk laks som hos pattedyr til tross for lav sekvenslikhet mellom artene (56).
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152 TLR

TLR er forankret i membraner enten pa celleoverflaten eller i cellulere organeller. Disse uttrykkes
hovedsakelig pa APC som DC og makrofager, men ogsa pa B-celler, noen typer T-celler,
neutrofiler, fibroblaster og epitelceller (4, 54). TLR bestar av tre deler; en ekstracelluleer N-terminal
med en leucin-rich repeat region (LRR), et transmembrandomene, samt et intracellulert C-terminal
med et toll/IL-1 reseptor (TIR) domene (85). LRR-regionen er involvert i gjenkjenning av viralt
arvestoff, transmembrandomenet er ansvarlig for forankring i membranen, mens TIR-domenet er

ansvarlig for signaltransduksjon (95).

Det er karakterisert ti ulike TLR hos mennesker hvor TLR3, TLR7, TLRS, TLRY er involvert i
gjenkjenning av viralt RNA (54, 112). TLR er lokalisert i membranen til intracellulere organeller
som endosomer og lysosomer, med LRR lokalisert inn mot lumen hvor de binder nukleinsyrer fra
fagocytterte virus (112). TLR3 gjenkjenner dsRNA som blir produsert av de fleste virus i
replikasjonssyklusen, i tillegg til poly I:C, og uttrykkes hos DC og epitelceller (4, 59). TLR7 og
TLRS viser hgy sekvenslikhet med hverandre og gjenkjenner sSRNA, samt den syntetiske RNA-
analogen R848. De er lokalisert i endosomale membraner hvor de binder RNA fra degraderte virus
(4). TLRY gjenkjenner umetylert DNA med cytosine-guanine (CpG) sekvenser som finnes i
genomet til DNA-virus og bakterier (143).

TLR3, TLR7, TLR8 og TLR9 er konservert i fisk og ligandspesifisitet er vist for TLR3 og TLR9
(46, 71). Matsuo og medarbeidere (2008) har dessuten vist at fisk til forskjell fra pattedyr har
TLR22 som har lignende funksjon som TLR3 (71). TLR22 i fugu (Takifugu rubripes) sitter i
plasmamembranen og gjenkjenner ekstracellulert dsSRNA samt poly I:C, og induserer produksjon
av type I IFN in vitro (71). Det er foreslatt at TLR22 supplementerer TLR3 i a binde viralt RNA, da
fisk lever 1 et akvatisk milj¢ som potensielt kan inneholde store mengder viruspartikler og felgelig

kan ha behov for flere virusreseptorer enn pattedyr (71).
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Figur 2. Signaltransduksjon via RLR og TLR. Figuren viser en oversikt over IPS-avhengig signalvei, TRIF-avhengig signalvei og
Myd88-avhengig signalvei. Figuren er lant av professor Bgrre Robertsen.

TLR3 signalerer via TRIF

Etter ligandbinding vil TLR3 assosiere med adaptorproteinet TRIF som igjen rekrutterer TRAF6 og
RIP-1 (136). Dette fgrer til aktivering av NF-xB, IRF3 og IRF7 som videre aktiverer
transkripsjonen av IFNf. Det er vist at fisk har TRIF, TRAF6, IRF3 og IRF7, noe som indikerer at
TRIF-avhengig signaltransduksjon er konservert i fisk (93).

TLR7, TLRS8 og TLRY signalerer via Myd88

Til forskjell fra TLR3, benytter TLR7, TLR8 og TLRY9 adaptorproteinet Myd88 til signal-
transduksjon (4). Spesielt pDC uttrykker hgye nivaer av TLR7 og TLR9Y. Etter at ssRNA har bundet
til TLR7, vil Myd88 rekruttere en rekke proteiner deriblant IRAK4, IRAK1 og IRAK?2 aktivert til et
kompleks som interagerer med TRAF6 (54). Dette resulterer 1 fosforylering av IRF7 som har et
hgyt basaluttrykk 1 pDC. Fosforylert IRF7 translokerer til kjernen hvor det binder til seg til
promoterne til IFNa og IFN, noe som fgrer til produksjon av IFN. Myd88 har blitt identifisert 1

fisk, noe som indikerer at Myd88-avhengig signaltransduksjon er konservert (93).
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1.5.3 Antivirale IFN-stimulerte gener

[ENAR] IFNAR2
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Figur 3. Type I IFN signaltransduksjon gjennom JAK/STAT signalvei. Figuren viser de ulike stegene i JAK/STAT signalvei
etter type I IFN har bundet IFNR. Figuren er tatt fra Robertsen (2006) (100).

Hos pattedyr signalerer type I IFN gjennom en IFNR som bestar av subenhetene IFNAR1 og
IFNAR2, som uttrykkes pa de fleste celler (107). Fisk har minst to IFNR som forelgpig bare er
beskrevet for zebrafisk. Nar IFNo/p binder IFNR, vil dette fgre til en aktivering av Tyk-2 og JAK-1
som fosforylerer STAT1 og STAT2. Disse danner en dimer og interagerer deretter med IRF9 til a
danne transkripsjonsfaktorkomplekset interferon stimulated gene factor 3 (ISGF3) (100). ISGF3
translokerer til kjernen hvor det fester seg til en ISRE-sekvens i promoterne til ISG som dermed
initierer transkripsjonen av disse. Flere arbeider tyder pa at fisk har en lignende JAK-STAT-
signalvei, men forelgpig er bare STAT1 godt karakterisert hos fisk (115, 138). Flere hundre ulike
ISG blir produsert nar IFN binder IFNR pa cellene, men antiviral aktivitet er bare pavist hos et
begrenset antall (113). Den samlede antivirale aktiviteten av ISG er imidlertid mye stgrre enn
aktiviteten av hver enkelt ISG (113). Fisk har homologer av de fleste antivirale ISG som er funnet

hos pattedyr og disse har sannsynligvis tilsvarende antiviral rolle hos fisk (130).
I dette arbeidet har vi valgt a studere effekten av IFN i laks pa noen av de viktigste antivirale

proteinene identifisert hos pattedyr; Mx, viperin, ISG15, IFITS (tidligere kjent som ISG58) og

IFITM3. De antivirale egenskapene til disse ISG er nermere beskrevet nedenfor.
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Mx-proteiner

Orthomyxovirus resistance gene (Mx) ble fgrst identifisert av Horisberger og medarbeidere (1983) i
en innavlet musestamme som viste hgy resistens mot influensavirus A (43). Mx-proteiner er
GTPaser med antiviral effekt overfor flere RNA-virus og noen DNA-virus (36, 42). Det er
identifisert to Mx-gener i mennesker (MxA og MxB) hvor bare MxA har vist a ha antiviral effekt
(37). MxA er lokalisert i glatt endoplasmatisk retikulum (ER) hvor det danner aggregater i IFN-
stimulerte celler (60). Renset Mx-protein danner oligometriske ringstrukturer in vifro, noe som er
viktig for GTPase-aktivitet, proteinstabilitet og gjenkjennelse av virus og trolig danner Mx slike
ringstrukturer rundt virusets nukleokapsid under en infeksjon (39). MxA i mennesker og Mx1 i mus
danner granulerte aggregater 1 henholdsvis cytoplasma og nukleus i IFN-stimulerte celler, noe som
forhindrer degradering og sgrger for en depoteffekt som fglgelig gir langvarig virkning av proteinet
(39). Mx blir sterkt indusert under virusinfeksjoner eller poly I:C stimulering i salmonider (99). Hos
laks har man funnet tre Mx-gener, Mx1, Mx2 og Mx3, hvor Mx1 har vist & ha antiviral aktivitet mot
IPNV i lakseceller (55). Det har blitt vist at Mx danner aggregater i bade nukleus og cytoplasma i
IFN-stimulerte fiskeceller og trolig har disse lengre varighet enn 1 pattedyr da fisk lever 1 et akvatisk

milj¢ med relativt lave temperaturer (47, 60).

Viperin

Viperin er et av fa ISG som er vist a ha direkte antiviral effekt og proteinet er forankret i ER og
lipiddraper ved en N-terminal, amfipatisk a-heliks, mens C-terminal ende er cytosolsk (72). Viperin
har et lavt basalnivd, men blir indusert i de fleste celletyper av type I og II IFN, samt flere typer
RNA- og DNA-virus (72, 110). Lipiddraper er involvert i lagring og degradering av protein, samt
lagring og transport av fett. Det har blitt vist at flere virus, blant annet hepatitt C-virus og dengu-
febervirus benytter disse til replikasjon (78, 106). Selv om antiviral effekt av viperin har blitt vist
for flere virus, er eksakt virkningsmekanisme bare kjent for noen fa. Det er vist at viperin hemmer
“knopping” av influensavirus fra plasmamembranen hos infiserte celler ved a endre membranens
fluiditet, mens hepatitt C-virus hemmes ved a hindre formasjon av virusets replikasjonskompleks
(72, 132). Kanskje har viperin en lik virkningsmekanisme overfor virus som ligner HCV eller
influensavirus. Det imidlertid vist at humant cytomegalovirus (CMV) kan benytte viperin for & gke
sin evne til a infeksjon, da virusreplikasjonen er svekket i celler som mangler proteinet (111).
Viperin ble fgrst identifisert av Boudinot og medarbeidere (1999) som et virus induced gene (vig) i
regnbuegrret infisert med VHS, fgr en human homolog ble funnet av Chin og Cresswell (10, 18).
Det har blitt vist at viperin blir kraftig indusert av ILAV og type I IFN 1 lakseceller (121, 133).
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ISG15

Interferonstimulert gen 15 (ISG15) ble farst identifisert av Farrell og medarbeidere (1979) som et
15 kDa protein i IFN-stimulerte tumorceller fra mus (26). ISG15 er et ubiquitin-lignende protein
som induseres sterkt av type I IFN 1 pattedyr og er en bredspektret, kraftig hemmer av
virusinfeksjon (40, 109, 130). Det er ogsa foreslatt at lgselig ISG15 fungerer som et cytokin ved a
indusere IFNy I T-celler, samt stimulere proliferasjon av NK-celler (103). Proteinet konjugerer til
proteiner ved liknende mekanismer som ubiquitin ved en prosess kalt ISGylering som resulterer 1 en
forstyrrelse av proteinets stabilitet, funksjon eller lokalisasjon (96). ISG15 har blitt identifisert i
flere fiskearter, blant annet atlantisk laks, hvor det er vist at ISG15 induseres kraftig av IFN, dSRNA
og virale infeksjoner, noe som indikerer at proteinet har tilsvarende antiviral virkning i laks og

pattedyr (103).

IFIT

IFN-induced proteines with tetratricopeptide repeats (IFIT) induseres raskt under virusinfeksjoner,
IFN-stimulering eller gjenkjenning av viralt arvestoff i pattedyr og begrenser virusinfeksjoner ved a
binde virale proteiner eller viralt RNA i cytoplasma, eller nedregulere initiering av translasjonen.
IFIT binder ogsa viralt mRNA som enten mangler eller delvis har fatt tilfgrt en cap-struktur, viktig
for at ribosomet skal gjenkjenne og binde mRNA fgr translasjonen (22). IFIT samarbeider ogsa
med andre ISG og bidrar dermed til & begrense virusreplikasjon (141). De fleste pattedyr har IFIT1
(ISG56), IFIT2 (ISG54), IFIT3 (ISG60) og IFITS (ISG58), mens fisk ser ut til bare & ha IFITS
(141).

IFITM

IFN-induced transmembran proteiner (IFITM) er sma proteiner som induseres kraftig av type I og
type II IFN (22). De fleste vertebrater har to eller flere IFITM-proteiner og disse er basalt uttrykt
hos mennesker. IFITM3 ansees a vare spesielt viktig for & hemme influensa A-virus, men eksakt

antiviral mekanisme for IFITM-proteinene er ikke fullstendig karakterisert.

14



Innledning

1.6 Interferonsystemet hos atlantisk laks

IFN fra atlantisk laks ble klonet av Robertsen og medarbeidere 1 2003 og det ble funnet to
funksjonelle gener, Sasa IFNal og Sasa IFNa2, na kalt IFNal og IFNa2 (101). I 2009 publiserte
Sun og medarbeidere at de hadde identifisert og karakterisert 11 gener av type I IFN i samme
genomisk region hos laks (119). Dette er det stgrste antall IFN-gener funnet i noen fiskeart.
Regionen bestar av IFNal (1 gen), IFNa3 (1 gen), IFNb (4 gener) og IFNc (5 gener), mens IFNa2
(1 gen) og IFNd (1 gen) er lokalisert i andre regioner (119). Atlantisk laks er forelgpig den eneste
arten der en har pavist alle fire subtyper av type I IFN. Type I IFN kan videre deles inn i to grupper,
2C IFN og 4C IFN, basert pa om de har to eller fire konserverte cysteiner som henholdsvis danner
en eller to disulfidbroer. IFNa og IFNd tilhgrer 2C IFN, mens IFNb og IFNc tilhgrer 4C IFN (121).
Det er vist 1 zebrafisk at 2C IFN og 4C IFN binder to ulike reseptorer, noe som avviker fra type I
IFNR i pattedyr (3). Dette er sa langt ikke vist for laks. Som hos andre fisk har type I IFN-gener hos
laks fem eksoner og fire introner (101). Nyere forskning tyder pa at IFNal induseres via RIG-
I/MDAS mens IFNb og IFNc hovedsakelig induseres via TLR7 (121). IFNd har sa langt ikke vist &
inneha antiviral aktivitet 1 laks (121). IFNal, IFNb og IFNc induserer Mx og ISG15 i lakseceller, i
tillegg til a ha antiviral aktivitet mot IPNV i celler (99, 121) I tillegg er det blitt vist at [FNal, IFNb
og IFNc induserer en kortvarig resistens mot ILAV (Svingerud og medarbeidere, upubliserte data).
Til tross for at det ikke finnes ekte pattedyrshomologer av type I IFN i fisk, har IFNal i laks en
lignende rolle som IFN 1 pattedyr, mens IFNb og IFNc har en lignende rolle som IFNa (121).
Svingerud og medarbeidere (2012) har vist at laks har spesialiserte celler 1 hodenyre og milt som
produserer hgye niva av IFNb og IFNc som respons pa R848, noe som indikerer at disse cellene har

en lignende rolle som pDC i pattedyr (121).

Som hos pattedyr bestar type II IFN hos laks av bare ett medlem, IFNy (120). IFNy hos laks er lite
studert, men Sun og medarbeidere (2011) har vist at IFNy har antiviral effekt overfor IPNV og
SAV3 i celler (120). I tillegg ble det vist at IFNy sammenlignet med IFNal er mindre potent til a
indusere transkripsjonen av typiske antivirale gener, men desto mer potent til & indusere guanylat-
bindende protein (GBP) og flere IRF. Det ble ogsa fastslatt at de antivirale egenskapene og evne til
a indusere ISG delvis avhenger av IFNal. IFNy induserer ISG som ogsa induseres av type I IFN,
men det kreves imidlertid store doser type II IFN for & oppnd antiviral effekt (135) Ulikhet i
antiviral aktivitet hos type I IFN og type II IFN antas a vare et resultat av at det benyttes ulike

reseptorer og dermed ulike JAK/STAT signalveier.
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1.7  Koplingen mellom det medfgdte og det adaptive immunsystemet

Omfang og styrke av en adaptiv immunrespons avhenger av signaler fra celler i det medfgdte
immunforsvaret (59). DC er sentrale immunceller i bade det medfgdte og adaptive immunforsvaret
og spiller en ngkkelrolle i koplingen mellom disse (13). pDC produserer store mengder type I IFN
som respons pa virusinfeksjoner, men kan ogsa differensiere til DC og dermed fungere som

profesjonelle APC (140).

Type I IFN induserer proliferasjon av bade B- og T-celler (11). Type I IFN har ogsa blitt vist a
promotere differensiering av monocytter i blodet til DC og IFN-behandlede DC har et hgyere
uttrykk av MHC I og MHC 11 i tillegg til gkt uttrykk av costimulatorer (59). Det er ogsa vist at IFN-
modnede DC vil oppregulere kjemokinreseptorer, ngdvendig for a entre lymfeknutene, noe som
indikerer at IFN er viktig for DC-migrasjon til lymfoide organer hvor T-celleresponser blir initiert
(59). Det er vist at IFNAR er viktig for regulering av TLR-medierte B-celleresponser, samt at type I
IFN produsert av pDC 1 mennesker er ngdvendig for TLR7-mediert proliferasjon av naive B-celler
(90). Type I IFN kan i tillegg promotere isotopbytting ved & stimulere DC, samt forsterke BCR-
avhengige B-celleresponser (11, 58). Forbindelsen mellom det medfgdte og adaptive

immunforsvaret ser enda ikke ut til a vaere godt beskrevet hos fisk.

16



Innledning

1.8 Kan IFN benyttes til a gke fiskens motstandsdyktighet mot virusinfeksjoner?

IFN har hatt stor innvirkning pa klinisk medisin hos mennesker og benyttes til behandling av flere
kreftformer, MS og hepatitt (86, 128). IFN kan benyttes til & gke motstandsdyktighet mot virus ved
enten a stimulere medfgdt immunitet gjennom induksjon av ISG, eller ved a stimulere adaptiv

immunitet ved bruk av IFN som vaksineadjuvant.

Det er vist at rekombinant IFN stimulerer det medfgdte immunforsvaret gjennom induksjon av ISG
bade i laksecellelinjer og i atlantisk laks (101). Ooi og medarbeidere (2008) har vist at rekombinant
IFNa2 injisert 1 regnbuegrret ga en gkning i antivirale gener samt beskyttelse mot IHNV (84). 1ug
IFNa2 per gram kroppsvekt i.p. injisert 7, 3 og 0 dager fgr smitte ga beskyttelse inntil forsgksslutt
(tre uker), i motsetning til IFNa2 administrert via immersjon eller oral. En lignende effekt har ogsa
blitt vist av Li og medarbeidere (2010) som observerte en gkning av antivirale gener etter i.p.
injeksjon rekombinant IFN1 i zebrafisk (63). Det ble i samme forsgk ogsa observert en uspesifikk
beskyttelse mot infeksigs spleen og kidney nekrosevirus (ISKNV) ved 24, 6 og O timer f@r, samt 6
timer etter injeksjon med IFN1. Det finnes imidlertid hittil ingen publiserte artikler som omhandler

effekt pa medfgdt immunitet av ekspresjonsplasmider for IFN hos fisk.

Bruk av type I IFN som vaksineadjuvant er studert hos mennesker, mus og gris og en oversikt er
gitt 1 Toporovski og medarbeidere (2010) (128). Proietti og medarbeidere (2002) viste at i.m.
injeksjon av type I IFN 1 en influensavaksine ga beskyttelse mot virusinfeksjon i mus (91).
Adjuvant effekt av rekombinant IFNa i en vaksine mot Aphthovirus som forarsaker munn og
klovsyke ble studert i svin av Cheng og medarbeidere (2007) som viste at i.m. injeksjon av et
plasmid som koder for IFNo sammen med en lav dose antistoff mot viruset, ga god beskyttelse
sammenlignet med kontrollgruppen som bare ble injisert med antistoff (17). Det er hittil ingen

publiserte artikler som omhandler IFN som vaksineadjuvant 1 fisk.
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19 Problemstilling

Til tross for omfattende smitteforebyggende tiltak og vaksinasjon, forarsaker virussykdommer arlig
store tap for oppdrettsn@ringen. Som beskrevet over har laks har et velutviklet IFN-system. Hos
pattedyr har det blitt vist at IFN kan benyttes terapeutisk mot flere lidelser, i tillegg til a fungere
som en kraftig adjuvant i flere vaksiner. Dette har apnet for spgrsmal om IFN kan benyttes til & gke
det antivirale forsvaret hos laks. Nyere forskning pa Bgrre Robertsens forskningsgruppe har vist at
et ekspresjonsplasmid som koder for IFNc gir beskyttelse mot ILAV, bade ved injeksjonssmitte og
ved kohabitantsmitte (Chang og Robertsen, upubliserte data). Hensikten med denne oppgaven har
vaert & undersgke mulige forklaringer pa hvorfor i.m. injeksjon av IFNc-plasmid ga beskyttende
effekt mot ILAV. Hypotesen er at IFNc uttrykkes over lang tid ved injeksjonsstedet og dermed vil
indusere en langvarig produksjon av antivirale proteiner 1 indre organer. Alternativt kan IFNc skape
en gkning av reseptorer for viralt RNA som TLR og RLR. I denne oppgaven ble antiviral effekt av

IFNCc studert i atlantisk laks in vitro og in vivo.

Delmal 1
Undersgke om behandling med rekombinant I[FNal og IFNc i leukocytter fra fornyre gir en gkning i

genuttrykk av antivirale gener og reseptorer for viralt RNA etter henholdsvis 6 og 24 timer.

Delmal 2
Undersgke ekspresjon av IFNc og utvalgte antivirale gener ved injeksjonsstedet i muskelen 1 lgpet

av 1 til 8 uker.

Delmal 3
Undersgke om injeksjon av IFNc-plasmid induserer systemisk induksjon av antivirale gener og

reseptorer for viralt RNA i samme tidsrom.
Delmal 4

Undersgke om injeksjon av IFNc-plasmid induserer detekterbare mengder av Mx-protein 1 lever og

hjerte 1 samme tidsrom.
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2.  Materialer og metoder

I forbindelse med dette mastergradsarbeidet ble det gjennomfort tre forsgk, ett in vitro og to in vivo.
Fgrste forsgk utfgrt med presmolt av laks er 1 stor grad utelatt fra oppgaven og forsgksoppsettet er
beskrevet i Appendiks I'V. Kvantitativ RT-PCR ble benyttet til & méle relativ gkning i genuttrykk av
antivirale gener og virusreseptorer i celler og vev, mens Western blotting og immunhistokjemi ble

benyttet til a detektere Mx-protein i vev. Lgsninger og reagenser er oppfert i Appendiks I-111.

2.1 Induksjon av antivirale gener og reseptorer for viralt RNA i leukocytter fra

fornyre etter behandling med rekombinant IFNal og IFNc

2.1.1 Rekombinante IFN

Rekombinant IFNal og IFNc var produsert 1 HEK293-celler som beskrevet i Svingerud og
medarbeidere (2012) (121).

2.1.2 Isolering av leukocytter fra fornyre

Isolering av leukocytter fra fornyre ble utfgrt i samarbeid med forsker Dr. Baojian Sun. Det ble tatt
ut fornyrer fra tre atlantisk laks (gjennomsnittsvekt 1 kg) ved Havbruksstasjonen i1 Tromsgs
landanlegg, avdeling A. Laksen ble drept ved et slag mot hodet og det ble tappet blod fra Vena
caudalis. Fornyrene ble tatt ut med skalpell og overfgrt til 50 ml Falconrgr med 10 ml L-15 medium
(Life Technologies Gibco®) tilsatt 60 ug/ml penicillin og 100 ug/ml streptomycin, samt 40 U/ml
heparin (LEO Pharma AS) og 2 % fetal bovine serum (FBS) (Zenbio). Cellesuspensjoner av
fornyrene ble laget ved & dele opp vevet i sma biter og presse dem gjennom en 100 um Falcon cell
strainer (BD Biosciences) og deretter tilsatt L-15 medium til et volum pa 5 ml. Suspensjonene ble
forsiktig tilsatt pa en 5 ml 54 % Percollfase i et 11 ml sentrifugergr (Nunc™) fgr den ble sentrifugert
pa 400 G i Multifuge 1S-R (Heraeus) i 30 min ved 4 °C. @verste fase inneholdt leukocytter og
denne ble overfort til nye rgr og suspendert i 10 ml L-15 medium. Suspensjonen ble deretter
sentrifugert pa nytt i 30 min ved 4 °C og videre resuspendert i 5 ml L-15 medium. Cellene ble talt i
Nucleocounter YC-100 (Chemotec) og resuspendert 1 nytt L-15 medium tilsatt 0,5 % FBS inntil

konsentrasjonen var 5x10° celler per ml. 1 ml cellesuspensjon ble tilsatt til hver brgnn i en 24-

brgnners Nunclon™ Surface plate (Nunc™) celledyrkningsplate.
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2.1.3 Stimulering med rekombinant IFN

Celler fra duplikate brgnner fra hver fisk ble overfort til eppendorfrer tilsatt 1 ml Trizol (Invitrogen)
like etter isolering (O-prgve) eller stimulert med 1000 U rekombinant IFNal eller IFNc i 1 ml L-15-
medium med 5 % FBS eller inkubert i bare 1 ml L-15 medium (kontroll) ved 14 °C. Etter

henholdsvis 6 og 24 timer ble cellesuspensjonene overfort til eppendorfrgr tilsatt Trizol.

2.14 Analyser

RNA ble ekstrahert og cDNA syntetisert av forsker Dr. Baojian Sun som beskrevet i Sun og
medarbeidere (2011) (120). Kvantitativ RT-PCR, gjennomfgrt som beskrevet i kapittel 2.3.5, ble
benyttet til a undersgke gkning i genuttrykk av antivirale gener (Mx, viperin, ISG15, IFITS,
IFITM3) og reseptorer for viralt RNA (TLR3, TLR7, TLRS8, TLR22 og RIG-I). Primerne som ble
brukt er beskrevet 1 tabell 4.
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2.2 Effekt av ekspresjonsplasmid for IFNc pa genekspresjon hos laks

2.2.1 Forsgksdyr

Forsgket ble utfgrt i henhold til bestemmelser i Dyrevelferdsloven og Forskrift om forsgk med dyr
ved Havbruksstasjonen 1 Tromsgs landanlegg, avdeling C 1 perioden 08.01.13-26.02.13 (32-33). Det
ble benyttet presmolt av atlantisk laks av stammen “standard Atlantic QTL-innOva™ IPN” fra
Aquagen og gjennomsnittsvekt ved forsgksstart var 35 gram. Fire uker fgr forsgksstart ble fisk
sortert og holdt i 10 °C ferskvann ved kontinuerlig lys. Fisken ble foret med Skretting Nutra Parr

2,0 og forfaktor ble beregnet til 0,75 av personell ved Havbruksstasjonen.

2.2.2 Ekspresjonsplasmid for IFNc, rekombinant IFNc og poly I:C

Ekspresjonsplasmidet for IFNc er beskrevet av Svingerud og medarbeidere (121) og bestar av apen
leseramme for IFNc innsatt bak CMV promoteren i plasmidet pcDNA3.3 (Invitrogen). pcDNA3.3
uten innsatt IFN-gen ble benyttet som kontrollplasmid. Oppformering av plasmidene ble foretatt av
stipendiat Chia Jung Chang. Rekombinant IFN ble produsert i HEK293-celler som beskrevet i
Svingerud og medarbeidere (2012) mens poly I:C ble kjgpt fra Sigma-Aldrich (121).

2.2.3 Forsgksoppsett og prgveuttak

Tabell 2 gir en oversikt over antall og behandlinger av fisk, hvilke analyser som ble gjort, samt
tidspunkter for uttak av prgver. Grupper av fisk ble ved forsgksstart (dag 0) bedgvd i 2 ml Benzoak
(ACD Pharmaceuticals) 1 10 liter vann og injisert i.m. med 50 ul PBS, 15 ug IFNc-plasmid i 50 ul
PBS eller 15 ug kontrollplasmid i 50 ul PBS. Som positive kontroller til Western blotting ble i
tillegg en gruppe fisk injisert i.p. med 200 ug poly I:C i1 200 ul PBS og en gruppe fisk injisert i.p.
med 200 wl cellesupernatant fra HEK293 celler som inneholdt 1,2x10° U rekombinant IFNc.
Gruppene ble fordelt i fire 500 L kar ved forsgksstart, men flyttet etter 14 dager til 150 L kar.
Registrert vannforbruk var 3 L/min per kar. I kar nr. 1 ble det plassert tre fisk i.p. injisert med poly
I:C, samt tre fisk i.p. injisert med rekombinant IFNc. Da to ulike grupper ble plassert i samme kar,
ble gruppen som ble behandlet med rekombinant IFNc gruppemerket ved klipping av fettfinnen.
Det ble plassert 46 fisk i hvert av karene for IFNc-plasmid og kontrollplasmid. I karet med PBS-

injisert fisk ble det imidlertid bare plassert 41 individer, grunnet begrenset mengde fisk.
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Tabell 2. Forsgksoppsett.

BEHANDLINGSGRUPPE DOSE KVANTITATIV RT-PCR WESTERN BLOTTING ~ IMMUNHISTOKJEMI
n=>5 n=4 n=4

PBS (i.m.) 50 ul Dag 5,uke 1,2,3 0g 8 Uke 1,3 0g 8 Uke 8

IFNC PLASMID (i.m.) 15 ug/50ul PBS Dag 5,uke 1,2,3,50g8 Uke 1,3 0g8 Uke 8

KONTROLLPLASMID (i.m.) 15 ng/50ul PBS Dag 5,uke 1,2,3,50g8 Uke 1,3 0g8 Uke 8

POLY I:C (i.p.) 200 wg/200ul PBS Dag 3

REKOMBINANT IFNC (i.p.) 1,2x10°U/200ul Dag 3

HEK?293 supernatant

Fisk ble sultet i ett dggn for prgveuttak. All fisk ble avlivet med en overdose Benzoak, samt et slag
mot hodet fgr blod ble tappet fra Vena caudalis. Det ble tatt ut vevsprgver fra fem fisk til kvantitativ
RT-PCR ved dag 5, uke 1, 2, 3,5 og 8. Det ble tatt ut prgver av injeksjonssted i muskel og fornyre
ved samtlige uttak. Ved uke 1 ble det i tillegg tatt ut vevsprgver fra lever, hjerte, milt, gjeller og
tarm. Alle vevsprgver ble oppbevart pa RNA-later (Ambion) ved 4 °C over natt og videre ved -20
°C inntil RNA-isolering. Det ble ved dag 3 tatt ut leverprgver fra samtlige fisk injisert med poly I:C
og rekombinant IFNc, mens det ved uke 1, 3 og 8 tatt ut leverprgver fra fire fisk fra hver
behandlingsgruppe til Western blotting, som straks ble innfryst i flytende nitrogen og senere
oppbevart ved - 80 °C. Ved uke 8 ble det tatt ut vevsprgver fra hjerte til immunhistokjemi som ble
fiksert pa 4 % para-formaldehyd i PBS (Sigma-Aldrich) i ett dggn fgr de ble overfgrt til 70 % etanol
(Sigma-Aldrich).

2.24 Analyser

RNA ble ekstrahert og cDNA syntetisert som beskrevet i henholdsvis kapitlene 2.3.2 og 2.3.4.
Kvantitativ RT-PCR, gjennomfgrt som beskrevet i kapittel 2.3.5, ble benyttet til & bestemme relativ
gkning 1 genuttrykk av IFNc, antivirale gener (Mx, viperin, ISG15, IFITS), reseptorer for viralt
RNA (TLR3, TLR7, TLRS8, RIG-I), samt gener knyttet til adaptiv immunitet (IgM og IFNYy).
Primerne som ble benyttet er beskrevet i tabell 4. Mx ble detektert i lever- og hjertevev ved bruk av

henholdsvis Western blotting og immunhistokjemi, utfgrt som beskrevet i kapitlene 2.4 og 2.5.
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2.3 Kvantitativ RT-PCR

UTTAK AV VEV

!

RNA-ISOLERING

!

cDNA-SYNTESE

!

KVANTITATIV RT-PCR

Figur 4. Flytskjema over hovedstegene i kvantitativ RT-PCR.

Kvantitativ revers transkriptase polymerase chain reaction (RT-PCR), ogsa kjent som real-time
PCR, er en teknikk som benyttes til a kvantitere spesifikke DNA-sekvenser fra celler, blod eller
vev. Et fluorescerende fargestoff blir benyttet til a detektere mengde gentranskripter under en
syklisk amplifisering av en bestemt gensekvens. Fluorescensen blir malt etter hver
amplifiseringssyklus og vil fglgelig gke nar genuttrykket gker. Dette gjgr at man kan observere det
amplifiserte genuttrykket i “real time” (64). Hver amplifiseringssyklus bestar av tre hovedsteg;
denaturering, amplifisering og ekstensjon. Under denatureringen blir hgy temperatur benyttet til a
splitte dsDNA til ssDNA. I amplifiseringsfasen senkes temperaturen og spesifikke primere, samt
komplementere baser fester seg til DNA-traden. I ekstensjonsfasen vil en DNA-polymerase
syntetisere en ny DNA-trad. Denatureringen skjer vanligvis ved 95°C, mens amplifisering og
ekstensjon skjer ved en lavere temperatur, her ved 60°C. En oversikt over antall sykluser,

temperatur og varighet av ulike steg benyttet til kvantitering av genuttrykk er gitt i tabell 3.

SYBR®Green (Applied Biosystems) er et fargestoff som fluorescerer nar det er bundet til dsDNA,
men ikke i fri form og ble benyttet for a detektere gkning i genuttrykk. Dette er et anvendelig
fargestoff som kan benyttes med alle primerpar og binde alt dsDNA, noe som imidlertid kan fgre til
at det oppstar uspesifikk binding (64). For a undersgke at dette ikke har oppstatt under reaksjonen
kan man benytte et smeltekurveprogram hvor PCR-reaksjonen blir presentert i1 en
smeltekurve/dissosiasjonskurve etter at reaksjonen er ferdig. Denne gir en grafisk fremstilling av
endring i fluorescens nar dsDNA med bundet SYBR®Green smelter til et ssDNA under
denatureringen. Uspesifikk binding vil observeres med ulik kurve sammenlignet med de andre

provene.
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Tabell 3. RT-PCR program uten smeltekurve (A) og med smeltekurve (B).

STEG TEMPERATUR (°C) VARIGHET ANTALL SYKLUSER
A Denaturering 95 20 sekunder Hold
Denaturering 95 3 sekunder 40
Amplifisering og ekstensjon 60 30 sekunder 40
B Denaturering 95 20 sekunder Hold
Denaturering 95 3 sekunder 40
Amplifisering og ekstensjon 60 30 sekunder 40
Smeltekurve 95 15 sekunder kontinuerlig
60 60 sekunder
95 15 sekunder
60 15 sekunder

Relativ kvantitering ble benyttet til & bestemme relativ gkning av antivirale gener og virusreseptorer
av samtlige antivirale gener, en metode ansett som adekvat for a studere fysiologiske endringer i
genuttrykk (88). Grunnet positive erfaringer fra forskningsgruppen ble elongeringsfaktor o/B,

(EFo/B) benyttet som referansegen for a normalisere eksperimentell variasjon.
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2.3.1 Primere

Tabell 4. Primersekvens, genbanknummer og primereffektivitet. Tabellen viser primersekvenser, genbanknummer og effektivitet
til samtlige primerpar benyttet under forsgket. Alle primere er fra Sigma-Aldrich og er visti 5” til 3"retning. Brukslgsning av
primere, fortynnet med TE-buffer (Sigma-Aldrich), hadde en konsentrasjon pa 5 uM. Det ble benyttet 250 nM av hver primer til hver
reaksjon.

GEN SEKVENS (5 - 37) GENBANK NR. EFFEKTIVITET
EFaB FW TGCCCCTCCAGGATGTCTAC BG933897 99,99 %
EFaB RW CACGGCCCACAGGTACTG

Mx FW TGCAACCACAGAGGCTTTGAA U66475.1 98,84 %
Mx RW GGCTTGGTCAGGATGCCTAAT

ISG15 FW CTGAAAAACGAAAAGGGCCA AY926456.1 97,79 %
ISG15 RW GCAGGGACTCCCTCCTTGTT

IFIT5 FW AGAGAGGTGCCAGGCTAACA BT046021 105,73 %
IFIT5 RW GGGCATCTGTGAGGTCATCT

Viperin FW TCCTTGATGTTGGCGTGGAA BT047610 95,07 %
Viperin RW GCATGTCAGCTTTGCTCCACA

TLR 3 FW TTTGATGAGTCTCCGCCAACTCCA BK008646 102,82 %
TLR 3 RW AATCTGCGAGGGACACAAAGGTCT

TLR 7 FW TACAGCTTGGTAACATGACTCTCC AGKDO01152847 93,76 %
TLR 7 RW CAACTCTCTGAGACTTGTCGGTAA

TLR 8 FW ACCAAAACCACTAATGACATCATCTTCA NM_001161693 9591 %
TLR 8 RW TGGTGATGCCATCAGGTATGTTT

TLR 22 FW GAGGGTCAAGGCTCTCACTGA AM?233509 100,66 %
TLR 22 RW GCAGTCGGAGCAAGCTAAGTGT

RIG-I FW ACGCCTTGAAGAGCTGGATA FN178459 104.6 %
RIG-IRW CTGGCTGGACTTGTGTCCTC

IFNc FW ATGTATGATGGGCAGTGTGG EU768890 94 %
IFNc RW CCAGGCGCAGTAACTGAAAT

IFNy FW AAGGACCAGCTGTTCAACGG AY795563.1 66,22 %
IFNy RW CACACCCTCCGCTCACTGT

IeM FW TGAGGAGAACTGTGGGCTACACT BT058539.1 9843 %
IgM RW TGTTAATGACCACTGAATGTGCAT

IFITM3 FW GGCCAAGTGGTACAACATC EU621898.1 93 %
IFITM3 RW TCCTCTCCGAAGAAGTCGA

2.3.2 Isolering av RNA

RNA ble isolert fra vevsprgver ved bruk av RNeasy Fibrous Mini Kit (Qiagen) beregnet til fibrgst
vev. Grunnet positive erfaringer med renhet og totalt utbytte RNA fra forskningsgruppen ble dette
kittet benyttet til samtlige RNA-isoleringer. RNA-isoleringene ble gjennomfgrt 1 avtrekkskap og
alle sentrifugeringer ble gjort i Eppendorf Centrifuge 5417R (USA Scientific) ved romtemperatur.
Det ble benyttet RNasefritt utstyr under hele prosessen. < 30 mg vev ble veid ut og homogenisert i
600 ul RLT lysisbuffer (Qiagen) tilsatt 1 % 2-mercaptoetanol (Sigma-Aldrich). Vev ble
homogenisert i 2 x 15 sek pa 5900 rpm i Precellys 24 lysis & homogenizer (Bertin Technologies).
Det ble benyttet mikrotubergr med keramiske kuler som ble RNasebehandlet med RNaseZAP™
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(Sigma-Aldrich) fgr bruk. Lysat ble kort sentrifugert i en bordsentrifuge for a skille skum fra lysat
og deretter overfert til eppendorfrer tilsatt 590 ul ultrapure H,O (Biochrom AG) og 10 ul proteinase
K (New England Biolabs). Prgvene ble inkubert pa 55 °C i 10 min og sentrifugert pa 13 000 rpm i 3
min. Supernatanten ble overfort til 2 ml eppendorfrgr tilsatt 450 ul 99,98 % etanol (Sigma-Aldrich)
og videre overfgrt til en spinnkolonne (Qiagen), 700 ul om gangen. Kolonnen ble suksessivt vasket
med 1 x 700 wl RW1 buffer (Qiagen), samt 2 x 700 ul RPE buffer (Qiagen) og videre
torrsentrifugert for & fjerne all buffer. RNA fra muskel og hjerte ble eluert ut i 40 ul ultrapure H,O,
mens RNA fra resterende vev ble eluert i 50 ul ultrapure H,O. Etter isolering ble RNA holdt pa is.
Dersom det ikke ble syntetisert cDNA like etter RNA-isolering ble prgvene alikvotert og oppbevart
pa -80 °C. Kvantitet og kvalitet av RNA ble malt med NanoDrop® ND-1000 Spektofotometer
(Thermo Scientific). A,q/Ay, ratio er forholdet mellom RNA og proteinkontaminasjon. Verdier

over 1,8 ble ansett som rene.

2.3.3 Gelelektroforese av RNA

For a kontrollere at RNA ikke hadde degradert eller var kontaminert med DNA, ble et vilkarlig
utvalg RNA-prgver analysert ved gelelektroforese. 5 ul RNA-templat ble tilsatt 2 ul loading dye
(Invitrogen) og kjort pa 1 % agarosegel tilsatt 2 wl Ethidium Bromid (Sigma-Aldrich).
Elektroforesen ble kjgrt i XcellSureLock™ (Invitrogen) ved 130 V i 25 min. Etter endt kjgring ble
gelen avlest ved GeneGenious Bio Imaging System. Intakt RNA vises som to klare band hvor det

smaleste er 18S rRNA og det bredeste er 28S rRNA.
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234 cDNA-syntese

QuantiTect® reverse transcription kit (Qiagen) ble benyttet til syntetisering av komplementert
DNA (cDNA) og metoden ble utfgrt 1 henhold til produsent. Dersom RNA ble fryst for cDNA-
syntese, ble prgvene tint pa is og konsentrasjonen avlest pa nytt. Prgvene ble DNasebehandlet pa 42
°C i 2 min for & eliminere genomisk DNA fgr de ble revers transkribert pa 42 °C i 15 min og 95 °C
i 3 min. Alle inkubasjoner ble utfgrt i GeneAmp® PCRsystem 2700 (Applied Biosystems). Det ble
syntetisert cDNA med endelig konsentrasjon pa 1 ug. Deretter ble cDNA fortynnet 1:20, alikvotert

og oppbevart pa -80 °C inntil videre bruk.

2.3.5 Kbvantitativ RT-PCR

Kvantitativ RT-PCR ble gjennomfgrt i henhold til protokoll fra produsent (Quantitect® SYBR
Green RT-PCR). Alle prgvene ble analysert i ABI 7000 Real-Time PCR. 6 ul (15 ng) cDNA ble
tilsatt 9 ul standard mastermix til hver brgnn i MicroAmp® Optical 96-brgnners brett (Applied
Biosystems). Brettene ble forseglet med MicroAmp® Optical Adhesive Film (Applied Biosystems)
og sentrifugert i MPS mini plate spinner 1000 (Labnet). Det ble benyttet tre ulike kontroller i dette
oppsettet. For & avdekke uspesifikk binding som fglge av kontaminering av cDNA, SYBR®Green,
primere eller vann, ble 6 ul ultrapure H,0 tilsatt til standard mastermix som negativ kontroll for
hvert primerpar til samtlige plater. I tillegg ble de fleste plater kjort med standard, laget av en pool
cDNA. Dette ble gjort for a kunne sammenligne Ct-verdier dersom noen av platene matte kjgres pa
nytt, som en kontroll pa at behandlingen var lik for begge kjgringene. Det ble i tillegg valgt ut
tilfeldig DNasebehandlet RNA som ble tilsatt standard mastermix for a undersgke at prgvene ikke
inneholdt genomisk DNA. Primereffektivitet ble kalkulert for hvert primerpar ved hjelp av en
standardkurve. En mengde cDNA med kjent konsentrasjon ble benyttet. Det ble laget en tofolds
fortynning av cDNA i en fortynningsrekke pa seks fortynninger med utgangskonsentrasjonen 0,2. 6
ul av hver fortynning ble tilsatt i tripletter til standard mastermix. Resultatene ble presentert i en

standardkurve hvor stigningstallet for kurven ble brukt for a kalkulere effektiviteten (E).

E — 10 (-1/slope) (88)
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2.3.6 Databehandling

Alle data fra kvantitativ RT-PCR ble behandlet i Microsoft Excel. Phaffl-metoden ble benyttet til &
kalkulere relativ gkning i genuttrykk av de studerte genene. Denne metoden kalkulerer forholdet
mellom malgenet mot kontrollgruppen relativt til referansegenet mot kontrollgruppen og tar hgyde
for ulik effektivitet for de ulike primerparene, 1 motsetning til AACt-metoden som tar utgangspunkt i

primere med 100 % effektivitet (88).
Likning 1.

( )AC’ mat(kontroll—prove)
mal

ratio = )AC[ ef (kontrollprove)

(B
I likning 1 er E , primereffektiviteten til genet man gnsker & studere (malgenet), mens E.; er
primereffektiviteten til referansegenet. ACt,; er differansen av gjennomsnittet til Ct-verdiene i
kontrollgruppen og Ct-verdiene til malgenet. ACtg,, er differansen av gjennomsnittlige Ct-verdiene
av kontrollgruppen og Ct-verdiene til referansegenet (88). Ct-verdier for PBS-gruppen 1 forsgk
“Effekt av IFNc-plasmid pa genekspresjon hos laks” bestar av gjennomsnittlige Ct-verdier fra dag 5

t.o.m. uke 3, da det ikke ble tatt ut vevsprgver ved uke 5.
Det ble benyttet en paret t-test for a beregne om gkning i transkripter i behandlede celler eller fisk

var signifikant. P-verdier under 0,05 ble ansett signifikante, mens p-verdier under 0,001 ble ansett

meget signifikante.
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24  Western blotting
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Figur 5. Flytskjema over hovedstegene i Western blotting.

Western Blotting er en laboratorieteknikk som benyttes til a detektere bestemte proteiner fra vev
eller celler ved hjelp av spesifikt antistoff. Protein blir ekstrahert fra vev og separert etter
molekylvekt i en polyakrylamid gelelektroforese (PAGE) og deretter overfgrt til en membran
(blotting). Membranen har hgy affinitet for a binde protein og blir derfor blokket med tgrrmelk for a
forhindre uspesifikk binding av antistoff. Deretter blir primart og sekundart antistoff tilfgrt for
membranen kan eksponeres for film. I denne oppgaven ble membranen tilsatt antistoff mot Mx i

tillegg til aktin som positiv kontroll. Alle sentrifugeringer ble gjort i Eppendorf Centrifuge 5417R.

24.1 Ekstraksjon av proteiner

Frosne leverprgver fra atlantisk laks ble tint pa is og overfgrt til homogeniseringsrgr tilsatt
keramiske kuler og veid. Det ble tilsatt 500 ul “Tissue extraction reagent” (Invitrogen) til 50 mg
vev. Deretter ble vevet homogenisert 1 Precellys 24 lysis & homogenizer (Bertin Technologies) i 10
sek pd 5900 rpm. Lysat ble kort sentrifugert pa en bordsentrifuge for & skille skum fra lysat og
deretter overfgrt til nye rgr. Prgvene ble sentrifugert ved 10 000 G i 5 min ved 4 °C. Supernatanten

ble overfgrt til nye rgr, alikvotert og oppbevart pa -80 °C.
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24.2 Maling av proteinkonsentrasjon

Pierce BCA protein assay kit (Thermo Scientific) ble benyttet til a bestemme
proteinkonsentrasjonen i prgvene. En fortynningsrekke med kjent utgangskonsentrasjon ble benyttet
for a lage en standardkurve. 25 ul av denne fortynningsrekken, samt 25 ul av 1:10 fortynning av
protein-supernatanten, ble tilsatt i duplikater til et 96 brgnners NunClon™ Surface brett (Nunck™) i
tillegg til 200 ul BCA protein assay kit-reagens og forseglet med SealMate ™ (Excel Scientificyc).
Absorbansen ble avlest ved 562 nm i SpectraMAX 190 spektrofotometer og denne ble brukt til a

bestemme proteinkonsentrasjonen i dataprogrammet SoftMax Pro 4.3.

243 LDS-PAGE

En 15-brgnners NuPAGE™ Novex 10 % Bis-Tris Mini gel (Invitrogen) ble benyttet til a separere
protein etter molekylvekt. For a bryte disulfidbindinger i proteinprgvene ble 20 ug protein (variabelt
volum) inkubert med 5 wl NuPAGE™ litium dodecyl sulfat (LDS) Sample Buffer (Invitrogen), 2 ul
NuPAGE™ Reducing Agent (Invitrogen) og dH,0 (variabelt volum) i et totalt volum pa 20 ul ved
70 °C i 10 min. Videre ble 19 wl mastermix tilsatt til hver brgnn i Bis-Tris Mini gel og 2,5 ul Magic
Mark™XP (Invitrogen) ble benyttet som molekyler vektstandard til & bestemme proteinenes
molekylvekt. Bade ytre og indre kar ble fylt med NuPAGE® MOPS SDS Running Buffer
(Invitrogen) tilsatt NuPAGE® Antioxidant (Invitrogen) og gelen ble kjgrt pa 200 V i 50 min i
XCell SureLock™ Mini-Cell (Invitrogen).
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244 Blotting

Etter at proteinprgvene var separert etter stgrrelse, ble de overfert til en polyvinyl difluoride
membran (PVDF) (Life Sciences) med 0,45 wm porestgrrelse. PVDF-membranen ble aktivert i
metanol (Sigma-Aldrich) 1 ett min fgr den ble vasket i1 destillert vann i ett min og videre lagt i
blottebuffer inntil bruk. Blottemodulen ble sammensatt av svamper, filterpapir, proteingelen, samt
PDVF-membranen og mettet med blottebuffer. Indre kar ble fylt med blottebuffer, mens ytre kar
ble fylt med dH,0. Overfgring av protein fra gel til membran ble utfgrt ved 30 V 1 60 min 1 XCell
II™ Blot Module (Invitrogen).

245 Blokking

PDVF-membranen ble blokket i 50 ml Tris Buffered Saline Tween (TBST) tilsatt 5 % fettfri
torrmelk (Normilk) under svak risting i 60 min ved romtemperatur for a forhindre uspesifikk

bakgrunnsbinding av antistoff. Etter blokking ble membranen vasket 1 TBST 1 3 x 5 min.

24.6 Immundeteksjon

Primerantistoff mot Mx1 fra laks (Professor Bgrre Robertsen) og aktin (Invitrogen) ble fortynnet
henholdsvis 1:3000 og 1:2000 i TBST med 1 % tgrrmelk 1 et Falconrgr. Membranen ble deretter
inkubert over natt ved 4 °C og vasket 6 x 10 min i TBST. Det ble benyttet et horseraddish
peroxidase (HRP) konjugert geit anti-kanin sekund@rantistoff (St. Cruz Biotechnology) fortynnet

1:10 000 1 1 % tgrrmelk. Membranen ble inkubert i 60 min ved romtemperatur under svak risting.

Etter endt inkubering ble membranen vasket 6 x 5 min i TBST fgr den ble overfgrt til en
fremkallingsfolder (Tropix) og tilsatt 1000 ul Super Signal West Pico Chemiluminescent Substrat
og 1000 ul Super Signal West Pico Luminol/Enhancer Solution (Thermo Scientific). Deretter ble
membranen inkubert i 5 min 1 mgrke fgr den ble eksponert for film (Lumi-Film Chemiluminescent

Detection Film) og fremkalt.
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2.5 Immunhistokjemi
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Figur 6. Flytskjema over hovedstegene i immunhistokjemi

Immunhistokjemi (IHC) er en metode som benyttes til & detektere lokalisasjonen til gitte proteiner i
vevssnitt ved bruk av spesifikt antistoff. Deteksjon av antigen kan skje enten direkte eller indirekte.
Direkte deteksjon baserer seg pa a benytte et antistoff som spesifikt binder et gitt antigen. For en
mer sensitiv deteksjon av antistoff bruker man en indirekte metode, basert pa sekundert eller
tertiert antistoff (94). Det er flere metoder for a visualisere antistoff i vev. En metode gar ut pa a
benytte antistoff konjugert til et enzym som katalyserer en fargeproduserende reaksjon som kan
detekteres ved lysmikroskopi, mens en annen metode gar ut pa a benytte antistoff konjugert til et

fluorescerende protein som dermed vil fluorescere ved ultrafiolett mikroskopering.

I dette forsgket har vi benyttet HRP-konjugert antistoff som gir en rgdbrun farge ved
mikroskopering etter inkubering med substrat. Protokollen for IHC er basert pa Das og
medarbeidere (2007) (21). Formalinfiksert vev ble oppbevart ved 4 °C over natt og videre dehydrert

under tre steg: 2 X 10 min i 70 % etanol og 1 x 30 min i1 70 % etanol.
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2.5.1 Dehydrering

Vevet ble fullstendig dehydrert gjennom en alkoholgradient og videre innstgpt i parafin (Sigma-
Aldrich) i Citadel 1000 (Shandon), program A. Protokollen bestir av 10 steg (Tabell 5) og er

innarbeidet av ansatte ved Norges fiskerihggskole.

Tabell 5. Framfgringsmaskin, program A. Tabellen viser de ulike stegene i dehydreringsprosessen av vevsbiter i Citadel 1000.

KAR NR. INNHOLD

2 timer 96 % etanol

2 timer 96 % etanol

2 timer 100 % etanol

2 timer 100 % etanol

1 time 100 % etanol + xylen (1:1)
1 time xylen

1 time xylen

1 time xylen

1 time xylen + parafinvoks (1:1)
0 Minimum 3 timer parafinvoks

— 0 00 3N LB~ W~

2.5.2 Innstgping i parafinblokker

Dehydrert vev ble innstgpt 1 parafinblokker i stgpeformer 1 Leica EG1150H (Leica biosystems) og

videre nedkjglt pa kjgleplate (Axil Johnson Lab System). Parafinblokkene ble deretter oppbevart
ved 4 °C inntil bruk.

2.5.3 Kautting av vev

Kaldt vev ble kuttet 1 3-5 mikrometer tykke skiver i Leica RM2235 Microtome (Leica Biosystems)
og plassert i et 40 °C vannbad fgr de ble overfort til dekkglass toppet med poly-L-lysine (Sigma-
Aldrich) og lagt til tgrking over natt ved 38 °C.
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254 Rehydrering

Vevssnittene ble behandlet med HistoClear (National Diagnostics) i 2 x 10 min for a fjerne
parafinvoks og rehydrert gjennom en alkoholgradient som vist i tabell 6. Alle inkubasjoner ble

gjennomfgrt i avtrekksskap.

Tabell 6. Dehydrering av vev gjennom en alkoholgradient.

KAR NR. INNHOLD LENGDE
1 100 % etanol 5 min
2 100 % etanol 5 min
3 90 % etanol 2 min
4 70 % etanol 2 min
5 50 % etanol 2 min

2.5.5 Antigengjenvinning og blokking

For a forsikre en effektiv binding av antistoff til antigen ble vevssnittene inkubert i sitratbuffer med
pH 6 (Dako) ved 90 °C i 60 min for & bryte eventuelle kryssbindinger av protein dannet under
formalinfikseringen. Videre ble vevssnittene behandlet med 3 % hydrogenperoxid (H,O,) (Sigma-
Aldrich) i en mgrk beholder for a forhindre at substrat (H,0,) senere ville binde til endogen
hydrogenperoxidase. Vevssnittene ble deretter vasket i 3 min i TBS, 3 min i TBST og videre
blokket 1 én time med 100 wl TBS tilsatt 5 % albumin fra kalveserum (Sigma-Aldrich) i1 en fuktig
boks.

2.5.6 Immundeteksjon

Overflgdig albumin ble fjernet fgr vevssnittene ble tilsatt 100 ul primarantistoff mot Mx fortynnet
1:500 og inkubert pa 4 °C over natt. Neste dag ble snittene vasket 2 x 5 min i TBST og behandlet
med HRP konjugert geit anti-kanin sekundarantistoff i 30 min i en fuktig boks. Etter inkubering ble
snittene vasket 5 min 1 TBST og 5 min i TBS. Snittene ble inkubert i 10 min med 100 wl substrat
aminoetylcabazol (Dako) fgr de ble vasket 5 min i1 dH,0. Deretter ble snittene farget med
haematoxylin (Sigma-Aldrich) i 2 min og vasket 10 min i rennende vann. Snittene ble toppet med
en drape eukitt (Fluka analytical) og dekkglass (Fisherbrand) fg¢r de ble mikroskopert i
LeicaDM6000B (Leica Biosystems).
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3. Resultater

3.1 Effekt av ekspresjonsplasmid for IFN, alene eller i kombinasjon med HE, pa

genekspresjonen hos laks

Et smitteforsgk med presmolt av atlantisk laks ble tidligere utfgrt pd Bgrre Robertsens forsknings-
gruppe der fisk ble i.m. injisert med ekspresjonsplasmider for IFNal, IFND eller IFNc, alene eller i
kombinasjon med hemagglutinin-esterase (HE). Her ble det vist at ekspresjonsplasmid for IFNc
alene ga beskyttende effekt mot ILAV, mens verken IFNal eller [IFNb ga beskyttelse (Chang og
Robertsen, upubliserte data). Pa bakgrunn av dette ble effekten av i.m. injeksjon av plasmidene pa
genekspresjon av antivirale gener i fornyre hos laks studert i en periode pa 1 til 9 uker. Resultatene
viste imidlertid sa store variasjoner at det var vanskelig 4 analysere dem. Det ble observert at
IFNal-plasmid ikke ga gkning i genuttrykk av Mx i fornyre sammenlignet med fisk som ble injisert
med kontrollplasmider, mens IFNb-plasmid ga noe gkning ved uke 9 og IFNc-plasmid ga noe
gkning ved uke 2 og uke 9. Dette samsvarer med tidligere observasjoner pa forskningsgruppen
(Bgrre Robertsen, Pers. Med.) Store variasjoner 1 ekspresjon av Mx 1 fornyre kan skyldes at det i
dette forsgket ble benyttet to plasmider (pEGFP og pcDNA3.3), noe som kan ha fgrt til ujevnt
opptak av plasmid i cellene ved injeksjonsstedet. Pa bakgrunn av dette var det gnskelig & studere

effekt av ekspresjonsplasmid for IFNc alene i videre forsgk.

3.2 Induksjon av antivirale gener og reseptorer for viralt RNA i leukocytter fra

fornyre etter stimulering med rekombinant IFNal og IFNc

I dette forsgket gnsket vi a undersgke om forskjellen i beskyttende effekt av IFNal og IFNc kunne
skyldes ulik evne til & indusere antivirale gener eller reseptorer for viralt arvestoff in vitro.
Leukocytter fra fornyre ble isolert fra tre laks og overfort til RNA-later umiddelbart (O-prgve) eller
etter dyrkning 1 L-15 medium (kontroll), L-15 medium tilsatt 1000 U/ml rekombinant IFNal eller
1000 U/ml rekombinant IFNc i henholdsvis 6 og 24 timer. Forandring i genuttrykk av antivirale
gener (Mx, viperin, ISG15, IFITS og IFITM3) og reseptorer for viralt RNA (TLR3, TLR7, TLRS,
TLR22 og RIG-I) ble deretter mélt i forhold til kontrollcellene med kvantitativ RT-PCR.
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Som vist i Figur 7, ga bade rekombinant IFNal og IFNc klare og relativt like gkninger i genuttrykk
av Mx, viperin, ISG15 og IFITS, 6 timer etter stimulering. Pkning i uttrykk av Mx, viperin og
ISG15 i1 IFN-stimulerte celler var mellom 10-15x hgyere enn kontrollcellene, mens uttrykket av
IFITS var ca. 25x hgyere enn kontrollcellene. IFNal ga tilsvarende gkning 1 genuttrykk 24 timer
etter stimulering, mens IFNc-behandlede leukocytter viste en liten nedgang 1 uttrykk fra 6 til 24
timer. Genuttrykk av Mx, viperin, ISG15 og IFITS var da gkt mellom 5-10x fra kontrollcellene.
Stimulering med IFN ga ingen gkning i uttrykk av IFITM3. Det ble gjennomfgrt en paret t-test for a
undersgke om gkning 1 genuttrykk av antivirale gener i leukocytter stimulert med IFNal og IFNc
var signifikant sammenlignet med kontrollceller. Det ble ogsa undersgkt om forskjell i genuttrykk
mellom celler stimulert med ulikt IFN var signifikant. T-testen viste at gkningen 1 uttrykk av
samtlige antivirale gener var signifikant etter stimulering med bade IFNal og IFNc ved begge
tidspunkt (p < 0,001). Det ble ogsa vist at det ikke var signifikant forskjell i uttrykk av Mx, viperin
og ISG15 mellom celler stimulert med IFNal og IFNc. Genuttrykk av IFITS5 var imidlertid lavere i

celler stimulert med IFNc etter 24 timer, sammenlignet med celler stimulert med IFNal (p < 0,001).

Det ble ogsa observert gkning i genuttrykk av TLR3, TLR7 og TLR8 i celler stimulert med bade
IFNal og IFNc (Fig. 8). Det ble observert en nedgang 1 uttrykk fra 6 til 24 timer i celler stimulert
med begge IFN. Etter seks timer var uttrykk av TLR3, TLR7 og TLRS8 gkt henholdsvis 10x, 8x og
6x sammenlignet med kontrollcellene, mens gkningen var redusert til ca. 3x-6x etter 24 timer.
IFNal og IFNc ga ogsé klare og relativt like gkninger i uttrykk av RIG-I, men i motsetning til
TLRene, ble det observert en liten gkning (6-8x) 1 uttrykk fra 6 til 24 timer. Det ble imidlertid ikke
observert en signifikant gkning uttrykk av TLR22 ved noen av tidspunktene. T-testen viste at
gkning 1 genuttrykk av samtlige virusreseptorer, unntatt TLR22, var signifikant etter stimulering
med begge IFN etter bade 6 og 24 timer (p < 0,001). Det ble ogsa vist at det ikke var signifikant
forskjell 1 uttrykk av RIG-I og TLR3 mellom celler stimulert med IFNal og IFNc. Genuttrykk av
TLR7 og TLRS8 var imidlertid signifikant lavere i celler stimulert med IFNc etter 24 timer

sammenlignet med celler stimulert med IFNal (p < 0,05).
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3.2.1 Effekt av rekombinant IFNal og IFNc pa antivirale gener i leukocytter

fra fornyre
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Figur 7. Relativ gkning i genuttrykk av antivirale gener i leukocytter fra fornyre etter behandling med rekombinant IFNal
og IFNc. Sgylene viser relativ gkning i genuttrykk av Mx (A), viperin (B), ISG15 (C) IFIT5 (D) og IFITM3 (E) i leukocytter fra
fornyre fra laks. Cellene ble behandlet med 1000 U/ml rekombinant IFNal eller IFNc i henholdsvis 6 og 24 timer. Forandringer i
genuttrykk ble mélt med kvantitativ RT-PCR i forhold til ubehandlede celler (kontroll) som ble satt til verdien 1. Genuttrykket ble
ogsd malt i leukocytter fgr utsding (0-prgve) for 4 undersgke om dyrkningen hadde effekt pé gentranskripsjonen. Hver sgyle viser
gjennomsnittlige verdier med standardavvik av celler fra tre fisk, hvor duplikater av celler (5x10°) fra hvert individ ble dyrket i 24
brgnners brett med 1 ml L-15 medium. Gjennomsnittlige Ct-verdier for kontrollcellene var 22,6 for Mx; 22,9 for viperin; 22,1 for

ISG15; 22 4 for IFITS og 28,3 for IFITM3.
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3.2.2 Effekt av rekombinant IFNal og IFNc pa reseptorer for viralt RNA i

leukocytter fra fornyre
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Figur 8. Relativ gkning i genuttrykk av reseptorer for viralt RNA i leukocytter fra fornyre etter behandling med
rekombinant IFNal og IFNc. Sgylene viser relativ gkning i genuttrykk av TLR3 (A), TLR7 (B), TLR8 (C), TLR22 (D) og RIG-I
(E) i leukocytter fra fornyre fra laks. Cellene ble behandlet med 1000 U/ml rekombinant IFNal eller IFNc i henholdsvis 6 og 24
timer. Forandringer i genuttrykk ble malt med kvantitativ RT-PCR 1i forhold til ubehandlede celler (kontroll) som ble satt til verdien
1. Genuttrykket ble ogsd malt i leukocytter fgr utsding (0-prgve) for & undersgke om dyrkningen hadde effekt pa gentranskripsjonen.
Hver sgyle viser gjennomsnittlige verdier med standardavvik av celler fra tre fisk, hvor duplikater av celler (5x10°) fra hvert individ
ble dyrket i 24 brgnners brett med 1 ml L-15 medium. Gjennomsnittlige Ct-verdier for kontrollcellene var 25,8 for TLR3; 27,6 for
TLR7; 24,1 for TLR8; 254 for TLR22 og 22.9 for RIG-I.
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3.3 Effekt av ekspresjonsplasmid for IFNc pa genekspresjonen hos laks

I dette forsgket gnsket vi a studere mekanismen bak hvordan IFNc gir langvarig, gkt antiviral
beskyttelse mot ILAV ved a analysere et stgrre antall immungener over en periode pa atte uker.
Hypotesen var at IFNc-plasmid uttrykkes i muskel over lang tid og dermed vil indusere en
langvarig, systemisk produksjon av antivirale gener i indre organer. Alternativt kunne beskyttelsen
skyldes gkning av reseptorer for viralt RNA. PBS (50 ul), IFNc-plasmid (15ug/50ul PBS) eller
kontrollplasmid (15ug/50ul PBS) ble i.m. injisert i 35 grams presmolt av atlantisk laks. Forandring
1 genuttrykk for IFNc, antivirale gener (Mx, viperin, ISG15) og IFNy ved injeksjonsstedet i
muskelen ble deretter malt i forhold til kontrollfisk (PBS og kontrollplasmid) med kvantitativ RT-
PCR. Forandring i genuttrykket for antivirale gener (Mx, viperin, ISG15, IFIT5, IFITM3),
reseptorer for viralt RNA (TLR3, TLR7, TLR8, RIG-I), samt gener knyttet til adaptiv immunitet
(IgM og IFNy) ble mélt i fornyre med samme metode. I tillegg ble forandringer i genuttrykk for Mx
malt i flere andre indre organer (lever, hjerte, milt, tarm og gjelle) én uke etter injekjon av IFNc-

plasmid.

Muskel

Som forventet ga injeksjon av IFNc-plasmid en sterk gkning i genuttrykk for IFNc 1 muskel ved
injeksjonsstedet sammenlignet med fisk som ble injisert med kontrollplasmid og PBS (Fig. 9A).
@kningen var stgrst to uker etter injisering og viste deretter en gradvis nedgang. @kningen i
genuttrykk var signifikant gjennom hele perioden (p < 0,05) unntatt mot kontrollplasmid ved uke 3.
Det ble fglgelig ogsa observert gkt uttrykk av de antivirale genene Mx, viperin og ISG15 i hele
perioden (Fig. 9B, C og D). Det ble observert stgrst uttrykk av Mx ved dag 5 (ca. 40x) og uke 1 (ca.
60x), deretter sank Mx-uttrykket og var ved uke 8, ca. 7x hgyere enn i1 PBS-injisert fisk. Uttrykket
av viperin og ISG15 var relativt stabilt i hele perioden med gkninger pa henholdsvis 25-30x og 30-
40x, men uttrykket av ISG15 sank noe ved uke 8. Det ble utfgrt en paret t-test mot kontrollfisk
injisert med kontrollplasmid og PBS som viste at genuttrykket av samtlige antivirale gener var

signifikant oppregulert gjennom hele perioden (p < 0,05).
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Indre organer

Som vist 1 Figur 10 ga IFNc-plasmid en klar gkning i genuttrykk for antivirale gener 1 fornyre ved
dag 5 og uke 1, fgr det ble observert en nedgang i uttrykk for samtlige gener. @kning i genuttrykk
for Mx og ISG15 var stgrst én uke etter injeksjon (22x og 30x), mens gkning for viperin og IFIT5
var stgrst fem dager etter injeksjon (24x og 17x). Etter atte uker var uttrykket av Mx, viperin og
IFITS, ca 10x hgyere i fisk injisert med IFNc-plasmid sammenlignet med fisk injisert med
kontrollplasmid eller PBS. Genuttrykket av ISG15 i1 IFNc-injisert fisk var ca. 20x hgyere enn
kontrollgruppene ved uke 8. En paret t-test ble utfgrt for & undersgke om gkning i genuttrykk hos
fisk injisert med IFNc-plasmid var signifikant. Samtlige gkninger i uttrykk for antivirale gener var
signifikant i hele perioden (p < 0,05). @kning i genuttrykk for Mx, viperin og ISG15 var meget
signifikant (p < 0,001), unntatt for ISG15 ved uke 3 (p < 0,05).

IFNc-plasmid ga en gkning i1 genuttrykk av samtlige reseptorer for viralt RNA 1 fornyre (Fig. 11).
Stgrst gkning 1 uttrykk ble observert én uke etter injeksjon, fgr denne sank til et lavere, relativt
stabilt niva. Ved uke 1 var uttrykket av TLR3 ca. 5x hgyere enn PBS-injisert fisk, men bare 1,5x
hgyere ved uke 8. Genuttrykket for RIG-I og TLR7 var henholdsvis 11x og 9x hgyere enn PBS-
injisert fisk ved én uke etter injeksjon, men etter atte uker var uttrykket redusert til 5,5x. TLR8
hadde imidlertid en mer stabil gkning i genuttrykk med mellom 2-4x ganger hgyere genuttrykk enn
PBS-injisert fisk 1 hele forsgksperioden. T-testen viste at gkning 1 uttrykk av TLR3 mot PBS-
injisert fisk var signifikant unntatt ved uke 8 (p < 0,05), mens det ikke ble observert signifikant
gkning mot fisk injisert med kontrollplasmid. Det ble observert en signifikant gkning i genuttrykk
av TLR7 (p < 0,001), TLRS8 (p < 0,05) og RIG-I (p < 0,001) mot begge kontrollgrupper gjennom

hele perioden.

Det ble ogsa observert gkning i genuttrykk av Mx i flere indre organer én uke etter i.m. injeksjon av
IFNc-plasmid. Denne gkningen var signifikant i lever, milt, hjerte, tarm og fornyre (p < 0,001),
samt 1 gjelle (p < 0,05). Stgrst gkning 1 genuttrykk ble observert 1 lever (35x), hjerte (25x) og
fornyre (25x).

Ekspresjon av to gener knyttet til adaptiv immunitet, IgM og IFNy ble ogsa studert i fornyre. Det
var ingen signifikant gkning i genuttrykk av IFNy, men det ble observert en liten gkning i uttrykk av
IgM fra uke 3 til 8. I dette tidsrommet var IgM signifikant oppregulert fra begge kontrollgrupper (p
<0,05).
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3.3.1 Uttrykk av IFNc, samt effekt av IFNc-plasmid pa antivirale gener ved injeksjonssted
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Figur 9. Relativ gkning i genuttrykk av IFNc og antivirale gener ved injeksjonssted i muskel etter i.m. injeksjon med IFNc-
plasmid, kontrollplasmid eller PBS. Presmolt ble injisert i.m. med 15 ug kontrollplasmid (pcDNA3.3) eller IFNc-plasmid i 50 ul
PBS eller i.p. injisert med 50 ul PBS. Det ble tatt prgver av muskel ved injeksjonsstedet fra fem fisk ved dag 5, uke 1,2, 3,5 og 8.
Sgylene viser relativ gkning i genuttrykk av IFNc (A), Mx (B), viperin (C) og ISG15 (D). Forandringer i genuttrykk ble mélt med
kvantitativ RT-PCR i forhold til fisk injisert med PBS (kontroll) som ble satt til verdien 1. Ved uke 5 ble det ikke tatt prgver av PBS-
injisert fisk. Her er Ct-verdier for PBS-gruppen gjennomsnittlige Ct-verdier fra dag 5 t.o.m. uke 3. Ved uke 3 bestod kontrollplasmid-
gruppen av tre fisk, mens samme gruppe bestod av fire fisk ved uke 8. Gjennomsnittlige Ct-verdier for PBS-injisert fisk for hele
perioden var 34,0 for IFNc; 27,7 for Mx; 29,3 for viperin og 27,8 for ISG15.
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3.3.2 Effekt av IFNc-plasmid pa antivirale gener i fornyre
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Figur 10: Relativ gkning i genuttrykk av antivirale gener i fornyre etter i.m. injeksjon av IFNc-plasmid, kontrollplasmid eller
PBS. Presmolt ble injisert i.m. med 15 pg kontrollplasmid (pcDNA3.3) eller IFNc-plasmid i 50 wl PBS eller i.p. injisert med 50 ul
PBS. Det ble tatt prgver av fornyre fra fem fisk ved dag 5, uke 1, 2, 3, 5 og 8. Sgylene viser relativ gkning i genuttrykk av Mx (A),
viperin (B), ISG15 (C) og IFIT5 (D). Forandringer i genuttrykk ble mélt med kvantitativ RT-PCR i forhold til fisk injisert med PBS
(kontroll) som ble satt til verdien 1. Ved uke 5 ble det ikke tatt prgver av PBS-injisert fisk. Her er Ct-verdier for PBS-gruppen
gjennomsnittlige Ct-verdier fra dag 5 t.o.m. uke 3. Gjennomsnittlige Ct-verdier for PBS-injisert fisk for hele perioden var 24,2 for

Mx; 25 4 for viperin; 23,9 for ISG15 og 22,8 for IFITS.
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3.3.3 Effekt av IFNc-plasmid pa reseptorer for viralt RNA i fornyre
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Figur 11: Relativ gkning i genuttrykk av reseptorer for viralt RNA i fornyre etter i.m. injeksjon av IFNc-plasmid,
kontrollplasmid eller PBS. Presmolt ble injisert i.m. med 15 pg kontrollplasmid (pcDNA3.3) eller IFNc-plasmid i 50 ul PBS eller
1.p. injisert med 50 ul PBS. Det ble tatt prgver av fornyre fra fem fisk ved dag 5, uke 1, 2, 3, 5 og 8. Sgylene viser relativ gkning av
genuttrykk av TLR3 (A), TLR7 (B), TLR8 (C) og RIG-I (D). Forandringer i genuttrykk ble malt med kvantitativ RT-PCR i forhold
til fisk injisert med PBS (kontroll) som ble satt til verdien 1. Ved uke 5 ble det ikke tatt prgver av PBS-injisert fisk. Her er Ct-verdier
for PBS-gruppen gjennomsnittlige Ct-verdier fra dag 5 t.o.m. uke 3. Gjennomsnittlige Ct-verdier for PBS-injisert fisk var 28,8 for
TLR3; 28,5 for TLR7; 26,1 for TLRS og 24, 8 for RIG-I.

43



Resultater

3.34 Effekt av IFNc-plasmid pa ekspresjon av Mx i indre organer
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Figur 12. Relativ gkning i genuttrykk av Mx i indre organer etter i.m. injeksjon av IFNc-plasmid, kontrollplasmid eller PBS.
Presmolt ble injisert i.m. med 15 ug kontrollplasmid (pcDNA3.3) eller IFNc-plasmid i 50 ul PBS eller i.p. injisert med 50 ul PBS.
Det ble tatt prgver av lever, milt, hjerte, fornyre, tarm og gjelle en uke etter injeksjon. Sgylene viser relativ gkning i genuttrykk av
Mx i ulike organer, mélt med kvantitativ RT-PCR i forhold til fisk injisert med PBS (kontroll) som ble satt til verdien 1. Ved uke 5
ble det ikke tatt ut vevsprgver fra PBS-injisert fisk. Her er Ct-verdier for PBS-gruppen gjennomsnittlige Ct-verdier fra dag 5 t.o.m.
uke 3. Gjennomsnittlige Ct-verdier av Mx i PBS-injisert fisk var 30,0 i lever; 27,3 i hjerte; 25,6 i fornyre; 25,1 i milt; 24 4 i gjelle og
26,5 i tarm.

3.3.5 Effekt av IFNc-plasmid pa gener knyttet til adaptivimmunitet
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Figur 13. Relativ gkning i genuttrykk av IgM og IFNy etter i.m. injeksjon av IFNc-pasmid, kontrollplasmid eller PBS.
Presmolt ble injisert i.m. med 15 ug kontrollplasmid (pcDNA3.3) eller IFNc-plasmid i 50 ul PBS eller i.p. injisert med 50 ul PBS.
Det ble tatt vevsprgver av fornyre fra fem fisk ved dag 5, uke 1, 2, 3, 5 og 8. Sgylene viser relativ gkning i genuttrykk av IgM (A) og
IFNy (B). Forandringer i genuttrykk ble malt med kvantitativ RT-PCR i forhold til fisk injisert med PBS (kontroll) som ble satt til
verdien 1. Ved uke 5 ble det ikke tatt prgver av PBS-injisert fisk. Her er Ct-verdier for PBS-gruppen gjennomsnittlige Ct-verdier fra
dag 5 t.o.m. uke 3. Gjennomsnittlige Ct-verdier for PBS-injisert fisk var 20,1 for IgM og 29,9 for IFNy.
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3.3.6 Effekt av IFNc-plasmid pa uttrykk av Mx-protein i lever

Det var gnskelig a undersgke hvordan i.m. injeksjon av ekspresjonsplasmidet for IFNc ville pavirke
uttrykk av Mx-protein i lever fra uke 1 til uke 8. PBS (50 ul), IFNc-plasmid (15ug/50ul PBS) eller
kontrollplasmid (15ug/50ul PBS) ble i.m. injisert i 35 grams presmolt av atlantisk laks. Som positiv
kontroll ble presmolt injisert med 200 ug poly I:C i 200 ul PBS og med 1,2x10° U rekombinant
IFNc 1 200ul HEK293 cellesupernatant. Protein ble isolert fra leverprgver fra totalt seks fisk til
positiv kontroll ved dag 3, 1 tillegg til prgver fra fire fisk ved uke 1, 3 og 8. Uttrykk av Mx-protein
ble malt med Western blotting hvor aktin ble benyttet som kontroll pa proteinmengdene som ble

pasatt hver brgnn i elektroforesegelen.

Det ble detektert Mx-protein i leverprgver fra positiv kontroll, samt i prgver tatt ut 1, 3 og 8 uker
etter injeksjon med ekspresjonsplasmid for IFNc. I leverprgver fra de negative kontrollgruppene ble
det enten observert manglende eller svakt uttrykk av Mx-protein. Dette bekrefter resultatene fra
kvantitativ RT-PCR. Til forskjell fra PCR-resultatene synes imidlertid mengde Mx-protein a gke
utover i forlgpet, spesielt fra uke 1 til uke 3. Det kunne imidlertid ikke avgjgres om det var
forskjeller i mengde Mx-protein fra uke 3 til uke 8 fordi bandene her er veldig intense. Dette kan

delvis skyldes overeksponering av membranen og/eller for hgy proteinkonsentrasjon i prgvene.

Dag 3 Uke 1 Uke 3 Uke 8
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Figur 14. Uttrykk av Mx-protein i lever fra atlantisk laks etter i.m. injeksjon av IFNc-plasmid, kontrollplasmid eller PBS.
Presmolt ble injisert i.p. med 200 ug poly I:C (PIC) i 200 ul PBS eller med 1,2x10° U rekombinant IFNc (rIFNc) i 200ul HEK293
cellesupernatant, samt i.m. med 15 ug kontrollplasmid (pcDNA3.3) eller IFNc-plasmid i 50 ul PBS eller i.p. injisert med 50 ul PBS.
Det ble tatt vevsprgver av lever til positiv kontroll tre dager etter injeksjon og videre ble det tatt vevsprgver fra fire fisk 1, 3 og 8 uker
etter injeksjon. Proteinuttrykk i lever ble malt ved Western blotting i forhold til fisk injisert med PBS og kontrollplasmid og
membranen ble eksponert for film i 10 minutter. @vre band er Mx, mens nedre band er aktin.
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3.3.7 Effekt av IFNc-plasmid pa uttrykk av Mx-protein i hjertemuskel

Her gnsket vi & undersgke om i.m. injeksjon av ekspresjonsplasmidet for IFNc ville fgre til gkt
uttrykk av Mx-protein i hjertemuskel atte uker etter injeksjon. PBS (50 wl), IFNc-plasmid
(15ug/50ul PBS) eller kontrollplasmid (15ug/50ul PBS) ble i.m. injisert i 35 grams presmolt av
atlantisk laks. Det ble laget vevssnitt av hjertemuskel fra fisk fra hver behandlingsgruppe, étte uker

etter injeksjon og immunhistokjemi ble benyttet for a detektere Mx-protein i hjertevev.

Som vist i Figur 15, ga ekspresjonsplasmid for IFNc en klar induksjon av Mx-protein i
hjertemuskel, atte uker etter injeksjon. Mx-protein ble detektert som rgde, kornete aggregater i
hjerteceller hos fisk injisert med IFNc-plasmid, men det ble ikke ble observert Mx-uttrykk i
kontrollgruppene, noe som bekrefter resultatene fra kvantitativ RT-PCR og Western blotting.

A PBS IFNc Kontrollplasmid

Figur 15. Uttrykk av Mx-protein i hjerte fra atlantisk laks etter i.m. injeksjon av IFNc-plasmid, kontrollplasmid eller PBS.
Presmolt ble injisert i.m. med 15 ug kontrollplasmid (pcDNA3.3) eller IFNc-plasmid i 50 ul PBS eller i.p. injisert med 50 ul PBS.
Hjerte fra hver behnadlingsgruppe ble tatt ut atte uker etter injeksjon og immunhistokjemi ble benyttet til & detektere Mx-protein i
hjertemuskel. Vevssnittene er vist ved 100x (A) og 400x (B) forstgrrelse, hvor mélestokken i hgyre hjgrne viser henholdsvis 50 og
200 um.
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4. Diskusjon

Virussykdommer utgjgr en vesentlig trussel for norsk oppdrettsnering og forarsaker store tap pa
landsbasis (83). Da dagens virusvaksiner ikke er optimale, blir infeksjoner hovedsakelig kontrollert
med omfattende smitteforebyggende tiltak, samt utslakt og sanering av anlegg med utbrudd av ILA
eller PD utenfor tiltakssonene. Det er derfor et klart behov for mer effektive virusvaksiner og andre
forebyggende metoder. I Bgrre Robertsens forskningsgruppe undersgkes det om IFN kan brukes til
a styrke laksens immunitet mot virus. IFN spiller en ngkkelrolle i fgrstelinjeforsvaret mot virus hos
vertebrater og ansees ogsa som viktig i det medfgdte immunforsvaret hos laks (100, 107). Medfgdt
immunitet anses for & veare spesielt viktig hos fisk fordi de er vekselvarme og adaptive
immunresponser utvikles senere ved lave temperaturer (59). En studie av Ooi og medarbeidere
(2008) viste at i.p. injeksjon av rekombinant IFNa2 fra laks ga en kortvarig beskyttelse (tre uker)
mot IHNV hos regnbuegrret (84). Tidligere studier i Robertsens forskningsgruppe har vist at i.m.
injeksjon av ekspresjonsplasmid for IFNc medfgrer at presmolt av laks far gkt beskyttelse mot
ILAV-infeksjon 7-9 uker senere. Forsgkene viste dessuten at IFNc-plasmid, men ikke IFNal-
plasmid, induserte gkt genuttrykk av Mx i fornyre hos laks én uke etter injeksjon. I denne oppgaven
ble det forst undersgkt om rekombinant IFNal og IFNc har forskjellig evne til & indusere antivirale
gener 1 fornyreleukocytter, da de respektive plasmidene hadde ulik effekt in vivo. Deretter ble det
undersgkt hvordan i.m. injeksjon av ekspresjonsplasmid for IFNc pévirker ekspresjon av antivirale

gener hos laks over en periode pa atte uker for a studere varigheten av effekten.

4.1 Effekt av rekombinant IFNal og IFNc pa ekspresjon av antivirale proteiner og

reseptorer for viralt RNA i fornyreleukocytter

Rekombinant IFNal og IFNc viste klare og relativt like gkninger i genuttrykk av de antivirale
proteinene Mx, viperin, ISG15 og IFITS etter 6 timer mens det ble observert en tendens til nedgang
1 genuttrykk etter 24 timer 1 IFNc-behandlede leukocytter. Dette kan skyldes at IFNal og IFNc har
induserer antivirale gener ulikt, grunnet ulik rolle i antiviral immunitet hos laks (121). Nedgangen i
transkripter var imidlertid bare signifikant for IFITS og en relativt lik induksjon av antivirale gener
av IFNal og IFNc har ogsa blitt beskrevet av Svingerud og medarbeidere (2012) som viste at begge
IFN ga relativt lik gkning 1 genuttrykk, relativt lik antiviral effekt mot IPNV-infeksjon, samt
lignende tidsmessig kinetikk i induksjon av Mx-transkripsjonen i lakseceller (121). Pa grunnlag av

resultater fra dette forsgket kan vi ikke konkludere med at IFNal og IFNc har ulik evne til a
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indusere antivirale gener i fornyreleukocytter fra laks. Disse resultatene kunne ikke benyttes til a
forklare forskjell i antiviral beskyttelse mellom de ulike plasmidene, altsa er mekanismen bak
hvorfor IFNal i motsetning til IFNc ikke ga beskyttende effekt fortsatt ukjent. Dette bgr imidlertid
undersgkes nermere i videre forsgk. Kanskje skyldes ulik antiviral beskyttelse at IFNal- og IFNc-

plasmider gir en ulik induksjon av antivirale gener in vivo over tid.

Det ble 1 samme forsgk vist at IFNal og IFNc gkt genuttrykk av TLR3, TLR7, TLR8 og RIG-I i
fornyreleukocytter etter bade 6 og 24 timer. Dette er reseptorer for viralt RNA som styrer
induksjonen av type I IFN. Det gkte uttrykket etter IFN-stimulering indikerer at IFN gir
leukocyttene gkt kapasitet til a respondere pa virusinfeksjoner som igjen fgrer til en raskere
aktivering av antiviralt forsvar. Reseptorer for viralt RNA er ikke statisk uttrykt pa cellene, men kan
moduleres som en respons pa infeksjon med patogener, som vist hos mennesker infisert med human
immunodeficiency virus (HIV) (61). Det har ogsa blitt vist at genuttrykket av TLR3 og TLR7 gkes i
makrofager fra mennesker etter infeksjon med virus, mens antistoff mot IFN nedregulerte uttrykket
av TLR (74). I tillegg stimulerer poly I:C en gkning i genuttrykk av TLR3 i flere celletyper hos
pattedyr og fisk, samt at type I IFN gir en kraftig induksjon i gen- og proteinuttrykk av bade RIG-I
og MDAS 1 DC og epitelceller fra mennesker (70,102, 114).

Dette forsgket viser altsa at IFNal og IFNc gir gkt motstand mot virusinfeksjon i fornyreleukocytter

fra laks ved a stimulere en gkning i genuttrykk av bade antivirale proteiner og virusreseptorer.

Det ble imidlertid ikke registrert en gkning 1 genuttrykk for IFITM3 eller TLR22, noe som indikerer
at disse genene har en annen regulering enn andre antivirale gener og TLR. Det fremgar av Ct-
verdiene til bade IFITM3 og TLR22 (Fig. 4 og 5) at genene er basalt uttrykt i kontrollcellene, som
bekrefter at det ikke var noe galt med RT-PCR metodikken. Genuttrykk av IFITM3 og TLR22 ser
dermed ut til ikke a pavirkes av IFN-stimulering. Det har blitt vist at uttrykk av IFITM3 gker etter
smitte med influensa A-virus i mus, samt at IFNf-aktivitet 1 celler transfektert med TLR22 fra fugu
gker etter stimulering med poly I:C (27, 71). Dette indikerer at genuttrykket av IFITM3 og TLR22
pavirkes direkte av viralt RNA og syntetiske analoger, men ikke av type I IFN, men dette bgr

imidlertid undersgkes narmere hos laks.
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4.2  Effekt av IFNc-plasmid pa genekspresjonen hos laks

4.2.1 Effekt av IFNc-plasmid pa genekspresjonen i muskel ved injeksjonsstedet

Det ble observert en sterk gkning 1 genuttrykk av IFNc ved injeksjonsstedet i muskelen etter
injeksjon av IFNc-plasmider i forhold til prgver fra laks injisert med PBS og kontrollplasmider
gjennom hele forsgksperioden. @kning i genuttrykk av IFNc var stgrst to uker etter injeksjon hvor
det ble observert en gkning pa ca. 1600x relativ til PBS-injisert fisk, mens denne var redusert til ca.
200x ved forsgksslutt. Dette bekrefter at IFNc-plasmider ble tatt opp og transkribert av celler ved
injeksjonsstedet 1 muskelen. Det ble fglgelig observert en klar gkning av Mx, viperin og ISG15
gjennom hele forsgksperioden, noe som bekrefter at gkt uttrykk av IFNc har indusert en produksjon

av antivirale gener 1 muskelcellene.

@kning i genuttrykk av Mx var stgrst én uke etter injeksjon, for uttrykket stabiliserte seg pa ca. 10x
gkning sammenlignet med PBS-injisert fisk inntil forsgksslutt. Derimot var genuttrykket av viperin
og ISGI15 relativt likt oppregulert gjennom hele forsgksperioden. Den observerte forskjellen i
gkning av genuttrykk kan skyldes ulik stabilitet i transkriptene, eventuelt at IFN har ulik virkning

pé induksjon av antivirale gener i muskelceller.

4.2.2 Effekt av IFNc-plasmid pa genekspresjonen i indre organer

Det ble observert en signifikant gkning 1 genuttrykk av antivirale gener (Mx, viperin, ISG15, IFITS)
i fornyre i inntil atte uker etter injeksjon av IFNc-plasmid. Alle de antivirale ISG viser lignende
trend 1 uttrykk etter injeksjon av plasmid ved at de har en topp etter 5-7 dager hvoretter genuttrykket
synker merkbart ved uke 2 fgr det igjen gker og ser ut til & stabilisere seg ved fem uker etter
injeksjon inntil forsgksslutt. En lavere gkning i genuttrykk av antivirale gener over tid kan vare et
resultat av at plasmider i muskelen har blitt degradert og at det dermed har blitt skilt ut mindre
IFNc, noe som bekreftes av Figur 9A. Det kan ogsa vare et resultat av en negativ feedback

mekanismer av [FNc.

Mx er et ISG med antiviral aktivitet mot flere RNA-virus og induseres av IFN-systemet som
respons pa en virusinfeksjon, dsRNA eller syntetiske analoger hos pattedyr og fisk (36, 81, 100).
DNA-vaksiner basert pa G-proteinet til IHNV og VHSV gir langvarig beskyttelse mot de respektive
sykdommer hos regnbuegrret, noe som er tenkt a skyldes en tidlig uspesifikk antiviral
immunrespons, etterfulgt av en langvarig, spesifikk immunrespons (4). Det har 1 flere studier vist at

i.m. plasmid som koder for G-proteinet til IHNV og VHSV gir en induksjon av Mx 1 indre organer,
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samt en uspesifikk, antiviral beskyttelse i inntil 1-2 uker, etterfulgt av et dropp i bade Mx-uttrykk
og uspesifikk beskyttelse (2, 53, 92). Arsaken til hvorfor den uspesifikke immunresponsen er
kortvarig er uklar, men det er vist at myocytter som inneholder G-proteinplasmid gradvis
degraderes etter injeksjon (66). Kanskje vil celler som produserer G-protein oppfattes som infiserte,
grunnet uttrykk av G-protein i1 cellemembranen og dermed elimineres av det cellulere
immunforsvaret (66). Dette kan dermed fgre til en reduksjon av celler som produserer G-protein
som igjen kan fgre til en nedgang i1 medfgdte immunresponser. Degradering av celler som
produserer plasmider, eventuelt degradering av plasmid, vil igjen redusere den uspesifikke
immunresponsen. Tidlig, uspesifikk beskyttelse mot virus etter injeksjon av et plasmid som koder
for G-protein er trolig koplet til gkte niva av antivirale ISG som Mx (73, 92). I dette forsgket ble det
vist at IFNc 1 muskel og Mx 1 fornyre var oppregulert gjennom hele forsgksperioden hos laks
injisert med IFNc-plasmid, men kanskje kan effekten vare enda lengre. Dette indikerer at
reduksjonen i genuttrykk av IFNc i muskelen ikke skyldes eliminering av myocytter av det adaptive
immunforsvaret. Tonheim og medarbeidere (2007) har tidligere vist at et plasmid med innsatt gen
for luciferase var detekterbart ved injeksjonsstedet 1 muskelen 535 dager etter i.m. injeksjon (127).
Den lange levetiden til luciferase kan skyldes en lite effektiv evne til a indusere en adaptiv
immunrespons, som kan eliminere celler som produserer transgenet (127). Sett i sammenheng med
resultatene fra dette forsgket indikerer det at IFNc-plasmid har et stort potensiale til a indusere
langvarig, uspesifikk beskyttelse mot virusinfeksjoner, da myocytter som produserer IFN trolig ikke
vil vaere et mal for immunforsvaret og dermed vil kunne produsere IFN og fglgelig antivirale gener

over lang tid.

Det ble ogsa observert en gkning i genuttrykk av reseptorer for viralt RNA (TLR3, TLR7, TLRS,
RIG-I) i fornyre under hele forsgket, noe som bekrefter at virusreseptorer er positivt regulert av IFN
1 fisk. Dette gir som tidligere nevnt cellene en gkt sensitivitet og responsevne mot infeksjon av

RNA-virus.

Det ble observert at IFNc-plasmid ga gkt genuttrykk av Mx i gjelle, tarm, milt, hjerte og lever, én
uke etter injeksjon, noe som viser at IFNc har blitt distribuert til indre organer via
sirkulasjonssystemet, som videre har fort til en systemisk gkning av antiviralt forsvar. Gjeller og
tarm representerer viktige inngangsporter for patogene mikroorganismer hos fisk og et hgyt
konstitutivt uttrykk av antivirale gener i disse vevene vil vaere gunstig for a forhindre infeksjon. I
dette forsgket ble det observert relativt hgye Ct-verdier av Mx i gjelle og tarm (henholdsvis 24 4 og

26,5) sammenlignet med lever (30,0) i PBS-injisert fisk, noe som indikerer et hgyt konstitutivt
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uttrykk av Mx. Etter injeksjon med IFNc-plasmidet var imidlertid Ct-verdiene 22,8 og 23,6, noe

som indikerer at gkningen i genuttrykk av Mx har gitt en sterkere barriere mot virusinfeksjoner.

Plasmider har bakterielt opphav og inneholder fglgelig CpG-sekvenser som gjenkjennes av
immunsystemet hos vertebrater (50). Det er rapportert at CpG-sekvenser fra plasmider aktiverer
leukocytter og uspesifikke CTL, 1 tillegg til en tidlig uspesifikk beskyttelse hos laks (50, 75).
Genuttrykk av antivirale gener og virusreseptorer i fisk injisert med kontrollplasmid (pcDNA3.3)
var som regel gkt 2-3x sammenlignet med PBS-injisert fisk, men var imidlertid betydelig lavere enn
gkning 1 uttrykket 1 IFNc-injisert fisk. Dette indikerer at plasmidet alene har indusert en lav gkning i
genuttrykk, som kan skyldes at CpG-sekvenser i1 plasmidet har indusert en uspesifikk
immunrespons. Det ble imidlertid vist en signifikant gkning 1 uttrykk av antivirale gener og
reseptorer for viralt RNA 1 IFNc-injisert fisk, relativt til fisk injisert kontrollplasmid i alle
undersgkte organer. Dette indikerer at gkning 1 genuttrykk av antivirale gener og virusreseptorer
etter injeksjon av IFNc-plasmid skyldes det innsatte genet for IFNc og ikke selve

plasmidkonstruktet.

Resultatene fra dette forsgket er i samsvar med resultatene fra in vitro-forsgket og viser at IFNc
induserer gkt genuttrykk av antivirale gener og reseptorer til viralt RNA 1 fornyre under hele
forsgksperioden, samt gkt uttrykk av Mx i andre indre organer etter én uke. Dette bekrefter at disse
genene er positivt regulert av IFN. I fremtidige forsgk vil det vare interessant a studere
langtidseffekt av IFNal- og IFNb-plasmider pa genniva parallelt med effekt av IFN-plasmid for &
detektere eventuelle forskjeller i evne til & oppregulere antivirale gener eller virusreseptorer over

tid.

4.2.3 Gener knyttet til adaptivimmunitet

Type I IFN induserer proliferasjon av bade B- og T-celler hos pattedyr (11). IgM ble i denne
oppgaven benyttet som markgr pa B-celler for & undersgke om IFNc-plasmidene aktiverte adaptive
immunresponser. IgM uttrykkes pa B-celler som finnes i hgye konsentrasjoner i fornyre, noe som
bekreftes av en relativt hgy Ct-verdi 1 PBS-injisert fisk (20,1) sammenlignet med Ct-verdier i lever
fra PBS-injisert fisk (30,0) én uke etter injeksjon (28). IFNc-plasmid ga ikke gkning av genuttrykk
av IgM 1 fornyre de to fgrste ukene etter injeksjon, men fra og med tre uker ble det imidlertid
observert en liten gkning. En gkning i genuttrykk av IgM pa én til to ganger i fornyre kan bety at B-

cellepopulasjonen har gkt betydelig, noe som kan ha innvirkning pé antistoffresponsen. Dette bgr
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undersgkes nermere ved a studere B-cellepopluasjonen og IgM-konsentrasjonen i blod hos laks

behandlet med IFNc-plasmid.

Det ble ikke observert en klar gkning i1 genuttrykk av IFNy 1 fornyre. IFNy produseres av celler i
bade medfgdt og adaptivt immunforsvar, men T-celler produserer IFNy fgrst etter en infeksjon og
IFNy kan dermed ikke utelukkende bli brukt som markgr for nivaer av T-celler. Ooi og
medarbeidere (2008) sa heller ingen gkning i genuttrykk av IFNy i fornyre etter i.p. injeksjon av
rekombinant IFNa2 i regnbuegrret (84). Dette indikerer at IFNc alene ikke induserer klare gkninger

1 IFNy-uttrykk, men dette burde vaert undersgkt 1 forsgket med fornyreleukocytter.
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424 Effekt av IFNc-plasmid pa uttrykk av Mx protein i lever og hjerte

Mx-protein ble detektert i leverprgver fra samtlige fisk injisert med rekombinant IFNc og poly I:C,
samt i leverprgver fra fisk injisert med IFNc-plasmid bade 1, 3 og 8 uker etter injeksjon. Dette
bekrefter resultatene fra kvantitativ RT-PCR og viser IFNc har fort til transkripsjon og translasjon
av Mx-proteiner i lever i inntil atte uker etter injeksjon. @kt uttrykk av Mx-protein i lever etter
behandling med IFN og poly I:C i celler har tidligere blitt vist pd Bgrre Robertsens
forskningsgruppe (48, 81). Det ble ogsa observert et svakt uttrykk av Mx i lever hos individer
behandlet med PBS og kontrollplasmid, men dette var betydelig svakere sammenlignet med uttrykk
av Mx 1 fisk injisert med IFNc-plasmid, s@rlig ved uke 3 og uke 8. Basaluttrykk av Mx 1 lever
forventes a vaere lavt, men en lignende effekt har ogsa blitt observert i tidligere studier og beskrevet
som en mulig konsekvens av konstitutivt uttrykt type I IFN, som vist hos mennesker (21, 47).
Alternativt kan dette vere et resultat av at fisk har vart utsatt en uoppdaget infeksjon eller stress
enten i forkant av eller under forsgket. Das og medarbeidere (2009) hevder det er lite sannsynlig at
lave niva av Mx-protein i kontrollfisk er et resultat av konstitutivt uttrykt type I IFN i lever, men at

det heller skyldes miljgmessige stimuli som for eksempel eksponering for virus (20).

Det ble observert et kraftigere uttrykk av Mx-protein ved uke 3 og uke 8 sammenlignet med uke 1
til tross for at genuttrykket av Mx var hgyere ved uke 1. Dette kan enten bety at det ikke er helt
sammenheng mellom malinger av genuttrykk og protein for Mx og/eller at gkningene i Mx-protein
skyldes Mx-proteinenes stabilitet som fglge av evnen til & danne aggregater i celler (44, 60). Det var
ikke imidlertid ikke mulig a kvantifisere mengde protein, eller skille mellom de ulike fiskene i
gruppen, da membranen ble overeksponert for prgvene fra uke 3 og uke 8. For & kunne kvantifisere,
samt sammenligne mengde protein mellom individene ble det utfgrt et nytt blot hvor
proteinkonsentrasjon og eksponeringstid ble halvert (Fig. ikke vist). Membranen ble likevel
overeksponert for uke 3 og uke 8 og det ble observert et meget svakt uttrykk for uke 1. Dette
indikerer at proteinkonsentrasjonen av Mx i lever fra uke 3 og uke 8 var betydelig hgyere enn ved
forsgksstart. For & finne ut om det er forskjell i proteinuttrykk av Mx i lever ved uke 3 og uke 8 ma

Western blotting gjentas med lavere pasatte proteinmengder.

For a ytterligere & bekrefte systemisk induksjon av Mx ved injeksjon av IFNc-plasmid, ble
immunhistokjemi benyttet for a detektere protein i vevssnitt fra hjerte, atte uker etter injisering med
plasmid. I vevssnitt fra fisk behandlet med IFNc-plasmid ble det observert et klart uttrykk av Mx-

protein, detektert som rgdbrune, kornete ansamlinger i cytoplasma i muskelcellene. Pa grunn av
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snittets kvalitet kan det imidlertid ikke utelukkes at Mx ikke finnes i nukleus. Hos mennesker og
mus danner Mx-protein granulerte aggregater i1 henholdsvis cytoplasma og nukleus i celler
behandlet med IFN, mens det i fiskeceller har blitt vist at Mx danner slike aggregater bade i nukleus
og cytoplasma (24, 60, 81, 118). Nygaard og medarbeidere (2000) viste at Mx var likt distribuert i
cytoplasma i CHSE-214-celler, makrofager og AS-celler, noe som ogsa har blitt vist for Mx3 i
regnbuegrret, 1 motsetning til Mx2 1 regnbuegrret som er lokalisert i nukleus (81). I vevssnitt fra
fisk behandlet med PBS og kontrollplasmid ble det observert negativt resultat. Resultatene fra
immunhistokjemi bekrefter data fra kvantitativ RT-PCR og viser at IFNc-plasmid induserte en

systemisk gkning av Mx 1 indre organer.

4.3  Mulige forklaringer pa beskyttende effekt av IFNc-plasmid mot ILAV

Tidligere forskning har, som nevnt over, vist at IFNc gir beskyttende effekt overfor ILAV, mens
IFNal og IFND ikke gir beskyttende effekt (Chang og Robertsen, upubliserte data). ILAV tilhgrer
familien Orthomyxoviridae, samme familie som influensavirusene (25). Malcellene til ILAV er
endotelceller i blodarene i alle organer, men patologiske funn er hovedsakelig begrenset til lever,
nyre, milt og tarm (19, 125). I dette forsgket ble det vist at IFNc induserer gkt transkript av Mx i
alle ovennevnte organer én uke etter injeksjon. Det ble ogsa vist gkte mengder Mx-protein i lever
gjennom hele forsgksperioden etter injeksjon med IFNc-plasmid. Induksjon av Mx laksecellelinjer
med IFN eller poly I:C gir imidlertid liten beskyttelse mot ILAV-infeksjon (48, 52). Den
beskyttende effekten av IFNc-plasmidet in vivo kan dermed skyldes en langvarig induksjon av
multiple antivirale gener og reseptorer for viralt RNA i indre organer, samt at eventuelt IFNc har en

bedre beskyttende effekt pa malceller for ILAV.
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44  Fremtidsperspektiver om bruken av IFN-plasmid for a gke fiskens

motstandsdyktighet mot virus?

Atlantisk laks har et velutviklet IFN-system som er svert viktig for fiskens forsvar mot virus (100).
Dette har dpnet for spgrsmal om IFN kan benyttes som immunstimulant for a forebygge
virusinfeksjoner, for eksemplet 1 faser hvor fisken er spesielt utsatt for infeksjon som ved sjgusett

av smolt.

Cytokiner har et stort potensiale til a kunne benyttes som immunstimulanter og vaksineadjuvanter i
vertebrater. Effekt av IL-1 og IL-8 har allerede blitt testet ut med lovende resultat (49, 137). Som
tidligere nevnt, benyttes IFN terapeutisk hos mennesker mot blant annet hepatitt og MS (86, 128).1
tillegg blir ligand for TLR tilsatt vaksiner for a beskytte mot infeksigst agens (129). Det har ogsa
blitt vist at injeksjon av plasmid som koder for type I IFN har adjuvant effekt i vaksiner nar de blir
administrert sammen med antigen og potensialet for IFN som adjuvant i virusvaksiner bgr
undersgkes na&rmere i videre forsgk (128). Hos fisk har det blitt vist at flere rekombinante type I
IFN gir beskyttelse mot virus in vitro (84, 101, 131, 144). Antiviral beskyttelse etter stimulering
med rekombinant IFNa fra laks har ogsa blitt vist i regnbuegrret, hvor i.p. injisert fisk var beskyttet
mot virus gjennom hele forsgksperioden (tre uker) (84). Resultater fra forsgkene utfgrt i denne
oppgaven viser at injeksjon av IFNc-plasmid i laks gir induksjon av antivirale gener over et mye
lengre tidsrom, minst atte uker. Injeksjon av IFNc-plasmid i presmolt av laks kan derfor tenkes a
vaere gunstig med hensyn til & gke smoltens motstand mot virusinfeksjon som fgr f.eks sjgutsett.
Dette behandlingsprinsippet har store likheter med DNA-vaksinasjon som forelgpig ikke er tillatt i
Europa grunnet fgre-var-problematikken. DNA-vaksiner har en rekke fordeler sammenlignet med
tradisjonelle vaksiner, som reduksjon av bivirkninger, lang immunitet i tillegg til humoral og
celluler aktivering (67, 126). En annen fordel ved bruk av DNA-vaksiner er at plasmider
inneholder flere CpG-sekvenser, noe som tidligere nevnt kan indusere en uspesifikk antiviral
aktivitet, samt aktivere leukocytter (50, 75). Innvendingene mot DNA-vaksinering har blant annet
vert at plasmidgener kanskje kan inkorporeres i genomet til fisken og 1 verste fall overfgres til
avkommet og den samme problematikken vil gjelde for IFN-plasmider. Dette er imidlertid ikke vist
hos vertebrater og det er viktig a vekte fiskevelferd og fiskehelse opp mot ulemper ved bruk av

DNA-vaksiner, da den potensielle gevinsten er stor for bade oppdretter og fisk.
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(@kte niva av IFN kan oppfattes som en indikasjon pa sykdom og stress i fisken og kan dermed ha
en hemmende effekt pa vekst og andre faktorer som typisk nedreguleres under slike forhold. Hos
mennesker behandlet med hgye doser IFNa mot hepatitt ble det funnet at flere pasienter fikk
alvorlige bivirkninger etter behandlingen, hvorav flere ikke kunne reverseres (82). Det har ogsa blitt
vist at IFN administrert sammen med ribavirin blant annet gir utmattelse, influensalignende
symptomer og nevropsykiatriske symptomer (35). Da det ikke har blitt publisert noen artikler som
basert pa IFN som vaksineadjuvant, finnes det fglgelig ingen artikler som omhandler bivirkning av
IFN-behandling hos fisk. Det vil derfor veere ngdvendig & undersgke om, og i hvilken grad, IFN gir
ugnskede bivirkninger hos laks, som for eksempel hemmende effekt pa vekst, da dette vil redusere

bruksomradet som immunstimulant.

For a videre undersgke immunstimulerende effekt av IFNc-plasmid i oppdrett vil det vaere aktuelt &
undersgke effekten mot infeksjon av flere laksepatogene virus som SAV3, IPNV, PRV og PMV.
Det har blitt vist at IFN har antivirale effekt mot IPNV og SAV3 i celler, og videre forskning vil
kunne avdekke om IFNc kan gi beskyttelse mot ogsa andre aktuelle laksevirus (120-121).
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Konklusjon

Stimulering av fornyreleukocytter med rekombinant IFNal og IFNc ga en gkning i

genuttrykk av antivirale gener og reseptorer for viralt RNA etter bade 6 og 24 timer.

IFNc-plasmid ble tatt opp av celler ved injeksjonsstedet i muskelen og transkribert 1 inntil

atte uker etter injeksjon, som fglgelig gkte genuttrykket av antivirale gener i samme tidsrom.

IFNc-plasmid ga en klar gkning i genuttrykk av antivirale gener og reseptorer for viralt
RNA i fornyre i samme tidsrom, i tillegg til a indusere gkt genuttrykk av Mx i indre organer
én uke etter injeksjon. Det ble ikke funnet at IFNc-plasmid hadde en klar innvirkning pa

adaptive immunresponser.

Resultatene fra Western blotting og immunhistokjemi samsvarte med og bekreftet
resultatene fra kvantitativ RT-PCR. IFNc-plasmid induserte detekterbare uttrykk av Mx-

protein i lever og hjerte i samme tidsrom.
Resultater fra forsgkene utfgrt 1 dette mastergradsarbeidet indikerer at IFNc kan benyttes til

a gke medfgdt antiviralt forsvar hos laks og fglgelig ha potensiale til & benyttes som

immunstimulant eller vaksineadjuvant for a forebygge virussykdommer i oppdrett.
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Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Fluka analytical
Applied Biosystems
Zenbio

St Cruz Biotechnology
Sigma-Aldrich

LEO Pharma AS
National Diagnostics
Sigma-Aldrich
Invitrogen

Life Technologies Gibco®
Invitrogen
Sigma-Aldrich
Invitrogen
Invitrogen
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

NFH

GE Healthcare

Thermo Scientific




Reagenser

Produsent

Primere

Protease Inhibitor cocktail
Proteinase K

Rabbit anti Aktin

Rabbit anti Mx

Reverse Transcription Kit
RNAlater® Solution
RNaseZAP™

RNeasy ®Mini Kit
SimplyBlue™ SafeStain
Target Retrieval Solution Citrate pH 6 (x10)
TBS, Tris-Buffered Saline
Tissue Extraction Reagent
Tris base, Acetic acid, EDTA (TAE) buffer, 10 x
Tris EDTA-buffer (TE)
Trizol

Tween® 20

Tgrrmelk (fettfri)

Ultra Pure Water

Xylen

1 kb Plus DNA Ladder

2-Mercaptoetanol

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

New England Biolabs

Sigma-Aldrich

Dr. Hilde Hansen, UiT

Qiagen
Ambion
Sigma-Aldrich
Qiagen
Invitrogen
Dako

NFH
Invitrogen
NFH

Qiagen
Invitrogen
Sigma-Aldrich
Normilk
Biochrom AG
Sigma-Aldrich
Invitrogen

Sigma-Aldrich




Appendiks I1

Lgsninger til kvantitativ RT-PCR

Genomisk DNA-eliminering

gDNA Wipeout Buffer, 7x 2 ul x antall prgver
RNasefritt vann 10 ul x antall prgver
Templat RNA 2 ul x antall prgver
Totalt reaksjonsvolum 14 ul

Reverse-transcription master mix

Quantiscript Reverse Transcriptase 1 ul x antall prgver

Quantiscript RT Buffer, 5x4 wl x antall prgver
RT Primer Mix 1 ul x antall prgver
Templat RNA 14 ul

Totalt reaksjonsvolum 20 ul

1 % Agarose-gel

Agarosepulver lg
TAE 10x buffer 100 ml
Ethidium Bromid 2wl

Master mix for kvantitativ RT-PCR

SYBR green 7.5 ul x antall prgver
Primer FW 0,7 ul x antall prgver
Primer RW 0,7 ul x antall prgver
cDNA templat 6 ul x antall prgver

Totalt reaksjonsvolum 15 ul




Appendiks III

Lgsninger til Western Blotting

Tris-Buffered Saline Tween, TBST

Tris-Buffered Saline, TBS 10x 100 ml
dH,0 900 ml
Tween 20 1 ml

NuPAGE® SDS running buffer (MOPS)

NuPAGE® SDS running buffer (MOPS) 100 ml

dH,0 899 ml
NuPAGE® Antioxiadant 1 ml
Blottebuffer

NuPAGE® Transfer Buffer (20 x) 50 ml
Metanol 200 ml
NuPAGE® Antioxiadant 1 ml
dH,0 849 ml
Blokkebuffer

Tgrrmelk (fettfri) 25 ¢
Tris-Buffered Saline Tween, TBST 50 ml

NuPAGE® Bis-Tris Mini Gel Master mix

Proteinprgve X ul
NuPAGE® LDS Sample Buffer (4x) 5,0 ul
NuPAGE® Reducing Agent (10x) 2,0 ul

dH,O inntil 20ul




Appendiks IV

Effekt av IFN-plasmid alene eller i kombinasjon med HE pa genekspresjonen hos laks

Forsgksdyr

Forsgket ble utfgrt ved Havbruksstasjonen 1 Tromsgs landanlegg, avdeling C i perioden 10.06.12-
12.08.12. Det ble benyttet atlantisk laks presmolt av stammen “standard Atlantic QTL-innOva™
IPN” fra Aquagen og gjennomsnittsvekt ved forsgksstart var 32 gram. Fisken ble holdt i 10 °C
ferskvann ved kontinuerlig lys og foret med Skretting Nutra Parr 2,0 og Skretting Nutra Olympic.

Forfaktor ble beregnet til 1,0 av personell ved Havbruksstasjonen.

Ekspresjonsplasmid for IFN

Ekspresjonsplasmid for IFNal, IFNb, IFNc alene eller i kombinasjon med HE er beskrevet av
Svingerud og medarbeidere (121) og bestar av dpen leseramme for IFNc innsatt bak CMV
promoteren 1 plasmidene pcDNA3.3 og pEGFP (Invitrogen). pcDNA3.3 og pEGFP uten innsatt
IFN-gen ble benyttet som kontrollplasmid. Oppformering av plasmidene ble foretatt av stipendiat

Chia Jung Chang.

Forsgksoppsett og preveuttak

Tabell 6 gir en oversikt over antall og behandlinger av fisk, hvilke analyser som ble gjort, samt
tidspunkter for uttak av prgver. Presmolt ble ved forsgksstart bedgvd i 2 ml Benzoak i 10 L vann og

injisert i.m. med kontrollplasmid eller plasmid med innsatt IFN-gen som beskrevet i tabell 6.

Tabell 7. Forsgksoppsett

GR. VAKSINE (I.M.) MENGDE PROVER TIL KVANTITATIV RT-PCR

1 Kontrollplasmider (pDNA3.3 og pEGFP) 30 ug/100 ul PBS

2 IFNal 30 ug/100 wl PBS

3 IFNal + HE 30 ug/100 wl PBS vevsprgver fra fornyre og muskel ble
4 IFNb 30 ug/100 wl PBS tatt ut fra seks fisk ved uke 1,2,7 0g 9.
5 IFNDb + HE 30 ug/100 wl PBS

6 IFNc 30 ug/100 wl PBS

7 IFNc + HE 30 ug/100 wl PBS

8 HE 30 ug/100 wl PBS




Fisk ble sultet i ett dggn for prgveuttak. All fisk ble avlivet med en overdose Benzoak, samt et slag
mot hodet fgr blod ble tappet fra Vena caudalis. Det ble tatt ut vevsprgver fra fem fisk til kvantitativ
RT-PCR ved uke 1, 2, 7 og 9. Det ble tatt ut prgver av injeksjonssted i muskel og hodenyre ved
samtlige uttak. Alle vevsprgver ble oppbevart pa RNA-later (Ambion) ved 4 °C over natt og videre
ved -20 °C inntil RNA-isolering.

Analyser

RNA ble ekstrahert og cDNA syntetisert som beskrevet i henholdsvis kapittel 2.3.2 og 2.3.4.
Kvantitativ RT-PCR, gjennomfgrt som beskrevet i kapittel 2.3.5, ble benyttet til & bestemme relativ
gkning 1 transkripter av IFNal, IFNb og IFNc i muskel, samt antivirale gener (Mx, viperin, ISG15)

1 fornyre.



