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Sammendrag

Virussykdommer har veert et stort problem i oppdrettsnaringen. Kunnskap om interaksjoner
mellom virus og vert er viktig for a forsta hvordan virus kan gi sykdom, og hvilke mekanismer
som spiller inn. Infeksigs pankreasnekrose-virus (IPNV) er et hardfert virus som forarsaker
infeksigs pankreasnekrose (IPN) og stor dgdelighet hos yngel i startféringsfasen og ved
sjoutsett. Da det ble funnet at resistens mot IPN ble kontrollert av variasjoner i epitel cadherin
genet, ble det laget IPN quantitativ trait locus (QTL) laks. Bruken av IPN QTL-rogn farte til
stor nedgang i antall IPN utbrudd. De siste arene har det derimot veert rapportert om gkning i
antall tilfeller av IPN, som forarsakes av en ny variant av viruset. Denne varianten har vist a gi

sykdom ogsa pa IPN QTL-fisken, som i utgangspunktet skal vaere mer resistent mot IPN.

| denne studien ble virus protein 2 (VP2) til to varianter av IPNV, V-1244 og Vir410/18
(forarsaker dgdelighet hos IPN QTL-fisk) sekvensert for & undersgke forskjeller pa bade
nukleotid- og aminosyreniva. Det ble funnet at de to variantene er ulik pa bade nukleotid- og
aminosyreniva. Vir410/18 hadde de lavvirulente kombinasjonene av aminosyrer definert av
Song et al. (2005) som skal vaere mindre virulent, men med det muligens kan unnga fiskens

immunsystem og etablere infeksjon.

| denne studien ble fisk immunisert med de to variantene for & studere og male produksjonen
av antistoffer. Med ELISA ble det vist at det var dannet antistoffer, men at mengden spesifikke
antistoffer var noe lav. Dette resultatet gjenspeilte seg i resultatene fra Western blot analysene

av antiserumene.

| tillegg ble leukocytter fra hodenyre hos Atlantisk laks smittet in vitro med de to variantene av
IPN-viruset for & undersgke og male uttrykking av proinflammatoriske cytokiner og
interferoner (IFNer). Ved bruk av kvantitativ polymerase kjedereaksjon (qQPCR), ble det malt
regulering av de undersgkte cytokinene og interferonene etter virussmitte. | leukocytter smittet
med V-1244 ble type | IFNene, IFNa, IFNb og IFNc funnet a vere signifikant forskjellig fra 4
timer til 24 timer. | leukocytter smittet med Vir410/18 ble det ikke funnet noe signifikant
forskjell for type | IFNer mellom 4 timer og 24 timer. Det ble derimot funnet en signifikant
forskjell for Vir410/18 mellom 4 og 24 timer for Interleukin-6. Resultatene viser at
immunresponsen er markant forskjellig ved infeksjon med de to variantene, dette kan bidra til

a forklare hvorfor Vir410/18 kan gi sykdom hos IPN-resistent laks.
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1.0 Introduksjon

1.1 Infeksigs pankreasnekrose-virus (IPNV)

Infeksigs pankreasnekrose (IPN) er en virussykdom, forarsaket av infeksigs pankreasnekrose-
virus (IPNV), som kan gi sykdom hos Atlantisk laks (Salmo salar L.) ved flere stadier i
livssyklusen (Hillestad et al., 2021). IPN forarsaker hgy dedelighet hos yngel, og fisk like etter
plommesekkstadiet, ved startféringsfasen, er seerlig utsatt. Postsmolt kort tid etter sjgutsett er
ogsa utsatt for sykdommen (Fig. 1) (Hillestad et al., 2021). Sykdommen ble farst rapportert i
1941 fra bekkergye (Salvelinus fontialis L.) i Canada (M'Gonigle, 1941). IPN ble for farste
gang pavist i Norge i 1975 i regnbuegrret (Oncorhynchus mykiss L.) i ferskvann (Hastein &
Krogsrud, 1976), og var en meldepliktig sykdom fra 1991 til 2008.

Fordeling av registrerte IPN-utbrudd i Norge 2010-2020
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Figur 1: Fordeling av registrerte IPN-utbrudd i Norge 2010-2020. (Sommerset et al., 2022)

Kliniske tegn pa sykdommen er forenelig med typiske tegn for neurotropisk virusinfeksjon som
unormal svemmeadferd med spiralsvemming, samt mgrk pigmentering, avmagring og ascites
i bukhulen (Dopazo, 2020). Patologiske forandringer forenelig med IPN innebarer nekrose av
pankreas akinarceller og tarm-mukosa, skade av hepatisk vev, og utstgtt tarmepitel fra gatt
(Benkaroun et al., 2021).

Pa grunn av den gkonomiske pavirkningen sykdommen har hatt i oppdrettsnaringen har det

veert viktig a fa kontroll pa IPNV. Fjerning av «husstammer» samt vaksinasjon og selektering
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for genetisk resistent laks har veert viktig i bekjempelse av IPN. Et gjennombrudd var da det ble
vist at resistens mot IPN hovedsakelig ble kontrollert av variasjoner i et enkelt kvantitativt lokus
(QTL) pa kromosom 26 (Houston et al., 2008; Moen et al., 2009). Videre studier identifiserte
mutasjoner i epitel cadherin genet (cdhl) som arsaken til den genetiske variasjonen for IPN-
resistens hos Atlantisk laks (Moen et al., 2015). Cdhl genet har en antatt funksjonell
polymorfisme (SNP4), som er en av polymorfismene sterkest assosiert med IPN QTL. SNP4
ligger i exon 7 i cdhl, den proteinkodende sekvensen, tilsvarende det andre ekstracellulaere
domenet (EC2) til proteinet. EC2 interagerer med EC1 og danner cis-dimerer mellom E-
cadheriner lokalisert pa samme celle. Cis-dimer er en forutsetning for dannelsen av de mer
stabile trans-dimere (Harrison et al., 2011). Det resistente allelet til SNP4 koder for aminosyren
prolin, som sannsynligvis gker hydrofobiteten til den delen av EC2-domenet som bindes til EC1
(Moen etal., 2015). Laks som er mer mottakelig for IPN har aminosyren serin i stedet for prolin,
og farstnevnte kan finnes i naert beslektede arter som brungrret, men ikke fjernere arter, som
regnbuegrret. Det er foreslatt at prolin representerer en eldre utgave, altsa at den IPN-resistent-
varianten av proteinet er den eldste varianten (Moen et al., 2015). Det er forventet at i fisk med
to ulike alleler (heterogen fisk), sa vil det gunstige allelet vise nesten fullstendig dominerende
effekt som respons pa viruset. Lave virusnivaer i forsgkstestede individer med to gunstige
alleler og fraveeret av intercelluleere IPNV i leverpraver fra disse fiskene, tilsier at genproduktet
som ligger til grunn for resistens, fungerer som en reseptor eller en ko-reseptor for viruset, det
vil si at proteinet sannsynligvis er et membranprotein (Moen et al., 2015). Cdh1 genet koder for
et klassisk epitel cadherin, som innehar alle funksjonelle domenene ngdvendig for dimerisering
av naboceller og andre epitel cadheriner pa samme celle. Ko-immunopresipitering (Co-1P)
assay bekrefter at IPNV binder til cadherin og er en sterk indikasjon pa at cadherin er del av

cellemaskineriet som viruset bruker ved infeksjon (Moen et al., 2015).

Til tross for en stor nedgang i antall IPN-utbrudd, er det fortsatt registrert utbrudd i Norge
(Garseth et al., 2022). De siste arene er det rapportert om en ny variant av IPNV. Denne
varianten forarsaker sykdom ogsa hos IPN QTL-fisk, og er ulik IPNV isolater fra felt som
forarsaket IPN pa 2000-tallet, bade pa nukleotid- og aminosyreniva (Garseth et al., 2022;
Hillestad et al., 2021). Det er vist at den nye varianten er mer virulent for yngel (Qrpetveit,
2020).



1.1.1 Oppbygging av IPNV

IPNV er et dobbeltradet RNA virus (Baltimore klasse 3) med lineart genom, delt i to segment,
kalt A og B. Det er et ikosahedrisk nakenvirus i familien Birnaviridae i slekten Aquabirnavirus
(Moen et al., 2015; Munang'andu et al., 2016). Segment A (ca. 3,1 kb) har to delvis
overlappende leserammer. Den stgrste leserammen koder for et stort polyprotein pa 106kDa
som omfatter pVVP2 (en forlgper til kapsidproteinet VP2), VP3 og VP4 (Fig. 2). Den andre
leserammen koder for et ikke-strukturelt protein, VP5 (Villanueva et al., 2004). Segment B
(ca. 2,8 kb) har en leseramme som koder for en RNA avhengig RNA polymerase, VP1 (Julin
et al., 2013). VP1 kan binde seg kovalent via en ser-5’-GMP-fosfodiesterbinding til 5’-enden
pa begge segmentene (Roberts & Pearson, 2005), og kalles i denne formen for VVPg, (for &
differensiere den fra sin frie VP1 form). Genomet koder altsa for fem virusproteiner, hvorav tre
avdem, VP1, VP2 og VVP3 er strukturelle, mens VP4 og VPS5 er ikke-strukturelle protein (Tabell
1) (Dopazo, 2020).

Segment A 3097 bp
| VP":') | |
( Polyprotein ]
( pVP2 I VP4 ( vep3 ]
( VP2 oS A/

.

Segment B
( VP1 ]

Y
2784 bp

Figur 2: De to genomisk segmentene til IPNV koder for totalt fem proteiner (modifisert etter
Dobos (1995))



Tabell 1: Skjematisk oversikt over proteinene til IPNV

Protein Starrelse (kDa) Funksjon Referanser
RNA avhengig RNA )
VP1 94 (Villanueva et al., 2004)
polymerase
pVvP2 62 Strukturelt (Munro & Midtlyng, 2011)
VP2 54 hovedkapsidprotein (Villanueva et al., 2004)

Multifunksjonelt, indre
VP3 31 ) ) (Dobos & Rowe, 1977)
kapsidprotein

Serine-lysine protease, ]
VP4 29 ) (Villanueva et al., 2004)
interferonhemmer

Ikke-strukturelt protein med )
VP5 17 ) ) (Hillestad et al., 2021)
ukjent funksjon

VP1 (94 kDa) er en RNA avhengige RNA polymerase som er ngdvendig for genomreplikasjon
og transkripsjon. Den kan ogsa fungere som en proteinprimer for initiering av RNA syntese
(Dopazo, 2020). RNA polymeraser mangler «proofreading»-egenskaper, og dette gir stor sjanse

for mutasjoner, noe som er karakteristisk for RNA virus (Julin et al., 2013).

Tidligere studier har identifisert det ytre kapsidproteinet VP2 (62 kDa) som hoved-
determinanten for IPNV virulens siden det bestar av alle de ngytraliserende epitopene og
cellefestesetene som bestemmer vert- eller cellespesifisitet (Heppell et al., 1995). VP2 bestar
av tre domener: Et sentralt (S) som utgjer skjellet i den subvirale partikkelen, basen (B) som er
pa innsiden av partikkelen, og spike-proteinene (P) som sitter pa utsiden av kapsidet (Coulibaly
et al., 2010). VP2 utgjer 62 % av massen til virion proteinet (Dobos et al., 1977).

Santi et al. (2004) har vist at det er posisjon 217 og 221 pa VP2 som er hoved-determinantene
for virulens pa IPNV serotype Sp. I tillegg er posisjon 247 veldig variabel (Dopazo, 2020), men
er ikke direkte involvert i virulenskarakteristikken til IPNV. Song et al. (2005) har foreslatt at
hgyvirulente isolater har aminosyrene treonin (Thr) pa posisjon 217 og alanin (Ala) pa posisjon
221, mens moderate til lav-virulente stammer har aminosyrene prolin (Pro) pa posisjon 217 og
Ala221. Stammer som har Thr221 er nesten avirulente, uavhengig av forbindelsen pa posisjon

217 (Song et al., 2005). Tidligere studier har indikert at en kombinasjon mellom IPNV virulens
4



og interaksjon mellom vert og patogen som bestemmer utfallet av IPNV infeksjoner (Skjesol et
al., 2011). IPNV-isolater varierer i egenskaper knyttet til replikasjonshastighet og evnen til &
forarsake vedvarende infeksjoner (Skjesol et al., 2011). Aminosyren pa posisjon 221 endrer seg
raskt fra alanin til treonin etter noen fa cellekulturpassasjer. Denne cellekulturtilpasningen kan
veere involvert i attenuering (Santi et al., 2004). Aminosyresubstitusjonen med alanin til treonin
pa posisjon 221 pa VP2 er ansvarlig for den raske tilpasningen til viruset i CHSE-celler. Det
celle-tilpassede viruset replikerer raskere og produserer stgrre plaque enn de uten aminosyre-

endringen (Song et al., 2005).

| infiserte celler, klgyves polyproteinet til pVP2, VP4 protease og et indre strukturelt protein,
VP3. Videre prosessering av pVP2 til VP2 skjer ved hjelp av vertens protease. (Julin et al.,
2015). pVP2 til VP2 omdannelsen involverer klgyving eller klgyvinger av pVP2 ner C-
terminus. Epitopen gjenkjent av monoklonale antistoffer (mAbs) ligger ved C-terminus av
pVP2 (Heppell et al., 1995). VP2 polypeptidet har fatt mye oppmerksombhet fordi det inneholder
ngytraliserende epitoper til viruset, og brukes i forbindelse med subenhetsvaksineutvikling
(Dobos, 1995). Immersjonsvaksine med lysert Escherichia coli (E.coli) som uttrykker
karboksy-avkortet polyprotein til IPNV serotype Sp (inneholder pVVP2 og amino-delen pa VVP4)
var effektiv i indusering av beskyttende immunitet i regnbuegrret-yngel mot levende virus-

forsgk ved & bruke homologe virus (Manning & Leong, 1990).

VP3 (31 kDa) er et lite multifunksjonelt protein. Det fungerer som et scaffolding protein ved
morfogenese, gir beskyttelse mot antivirale responser i cellen og kan indusere apoptose hos fisk
(Dopazo, 2020). VVP3 anses for a veere et indre polypeptid, men viruset har vist & reagerer med
flere anti-VP2 og anti-VP3 mAbs og i noen tilfeller gav anti-VP3 mAbs en positiv reaksjon,
noe som tilsier at i hvert fall deler av VP3 kan veere eksponert til overflaten av virionet (Dobos,
1995). VP3 interagerer og med VP1. VP1-VP3 komplekset er viktig i dannelsen av pVP2
komponenter som danner et prekapsid. Proteolyse av pVP2 til VP2 fgrer til dannelsen av et
modent kapsid (Dopazo, 2020).

VP4 (29 kDa) er en serine-lysine protease som klgyver polyproteinet med autoproteolytisk
aktivitet (Benkaroun et al., 2021). VP4 fungerer ogsa som en interferon inhibitor (Dopazo,
2020).



VP5 (17 kDa) er et ikke-strukturelt protein med ukjent funksjon (Dopazo, 2020).

Basert pa kryss-ngytraliseringstester er Aquabirnavirus grovt delt inn i to serogrupper, A og B
(Hill & Way, 1995). Serogruppe A bestar av ni forskjellige serotyper. De fleste isolatene fra
USA tilhgrer serotype Al. A2-A5 inkluderer hovedsakelig isolater fra Europa, og A6-A9 er for
det meste isolater fra Canada. Serogruppe B bestar bare av en gruppe, som ikke er patogen for
fisk (Hillestad et al., 2021). Aquabirnavirus har og blitt delt inn i seks genogrupper basert pa
variasjoner i nukleotid og predikerte aminosyresekvenser (Blake et al., 2001). Disse gruppene
samsvarer til en viss grad med geografisk opprinnelse og den serologiske klassifiseringen
(Tabell 2). Datilherer serotype Al og A9 i genogruppe 1, serotype A3 i genogruppe 2, serotype
A5 og A6 i genogruppe 3, serotype A7 og A8 i genogruppe 4, serotype A2 i genogruppe 5 og
serotype A4 i genogruppe 6 (Hillestad et al., 2021).

Tabell 2: Oversikt over genogruppe og serotype for Aquabirnavirus. Modifisert etter (Munro
& Midtlyng, 2011).

Genogruppe Serotype Opprinnelse
Gl Al USA

Gl A9 Canada

G2 A3 Danmark
G3 A5 UK

G3 A6 Canada

G4 A7 Canada

G4 A8 Canada

G5 A2 Danmark
G6 Ad UK

IPNV er et nakenvirus som gjer det stabilt og hardfer mot mange faktorer som varierende
temperatur, pH og salinitet. Det kan smitte bade vertikalt og horisontalt (Munro & Midtlyng,
2011). Ved horisontal smitte entrer virus via gjeller, tarmepitel og eller gjennom huden. IPNV
kan infisere blodleukocytter ved viremisk fase, og dermed unnga vertens immunsystem og drive
en lav replikativ profil for a redusere skadeomfanget hos verten (Munro & Midtlyng, 2011).

Viruset kan ogsa effektivt smitte vertikalt. Fisk som overlever infeksjon kan bli asymptomatiske



smittebaerere, og fungerer som reservoar for viruset. De kan spre viruset i vann via ekskrementer
ved stressende perioder, men sprer hovedsakelig virus vertikalt gjennom reproduktive
produkter (Dopazo, 2020). Sykdommen forarsaker varierende dgdelighet i laksefisk avhengig
av alder, helsetilstanden til fisken, ytre miljgfaktorer, stress og virulensen av virusstammen
(Julinetal., 2013). IPNV er sensitiv for frysing og tining, serlig i medium som ikke inneholder

stabiliserende protein som fetal kalveserum eller storfe serum albumin (Dobos, 1995).

1.1.2 Replikasjonssyklus til IPNV

Replikasjonssyklusen til IPNV har hovedsakelig blitt studert i cellelinje fra fisk. I Chinoock
salmon embryo celler (CHSE-214) tar en full virusreplikasjon rundt 24 timer ved 15 °C
(Levican et al., 2017). Den cytopatiske effekten (CPE) observert er apoptose av celler (Hong et
al., 1999; Hong et al., 1998). Etter virus-inntrenging, kan man finne viruspartikler inni

vaskulere rom i cytoplasma (Villanueva et al., 2004).

Forste steg i replikasjonssyklusen er adsorpsjon av viruset ved hjelp av VP2 (Fig. 3). VP2 har
to domener involvert i adsorpsjon, en epitop pa toppen av «spiken» for spesifikk binding til
cellereseptoren pa overflaten av malcellen, og en epitop ved basen (Dobos, 1995), involvert i
internaliseringssteget som skjer ved reseptormediert endocytose (Granzow et al., 1997).
Adsorpsjon tar ca. 20 minutter, og to timer etter infeksjon kan man detektere nytt syntetisert
RNA (Dopazo, 2020). Etter internalisering, vil viruset de farste fire timene begynner a bryte
ned cellens DNA og proteinsyntese til fordel for sin egen replikasjon (Ortega & Enriquez,
2007). Tilstedevaerelsen av dobbeltradig (ds) RNA og visse virale proteiner vil trigge en
celluleer prosess som farer til en kaskade av hendelser (segregering av kromatin, kondensering
av cytoplasma, og fragmentering av nukleus, og cytoplasma som produserer karakteristisk
«blebbing» til sma cellefragmenter som «spises» av makrofager) som ender i «programmert
celledad», apoptose (Ortega & Enriquez, 2007). Infiserte celler selv-destruerer til fordel for

naboceller for & unnga a spre virus (Dopazo, 2020).
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Figur 3: IPNV adsorberes til celles overflate via VP2 og reseptor pa celleoverflate. Inni cellen
skjer transkripsjon ved hjelp av den RNA avhengige RNA polymerasen. Genomet replikeres
og proteiner translateres i viroplasma fer virionet settes sammen, og blir til en infektiv
partikkel. Modifisert etter (Villanueva et al., 2004). Figuren er laget i BioRender.com

1.2 Det innate immunsystemet hos fisk

Immunsystemet hos fisk er lignende til pattedyr og er delt inn i en medfedt og en adaptiv del.
Det innate immunforsvaret er en fundamental forsvarsmekanisme hos fisk pa grunn av deres
poikiloterme natur. Det er delt inn i fysiske og kjemiske barrierer, samt en celluler del. I tillegg
har humorale faktorer, som inkluderer blant annet veksthemmere, lytiske enzymer,
komplementsystemet, agglutininer, percipitiner, antistoffer, cytokiner, kjemokiner og
antibakterielle peptider, en viktig immunfunksjon (Castro & Tafalla, 2015). Verten gjenkjenner
virale komponenter sakalte «pathogen associated molecular patterns» (PAMP), ved hjelp av
«pattern recognition receptors» (PRRer). Virale PAMPer er karakteristisk for virus og
inkluderer proteiner, dsDNA, dsRNA og ssRNA. Gjenkjenning av PAMP farer til en kaskade

av signaler i vertscellen som resulterer i produksjon av type 1 interferoner og
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proinflammatoriske cytokiner (Ke & Zhang, 2019). Signaliserings PRRer er involvert i
cellesignalisering for & igangsette riktig immunsignal og finnes som membranbundne bade
utenpa og inni celler, og ogsa i cytoplasma (Fig. 4). Det finnes fire typer signaliserings PRRer:
Toll-like reseptorer (TLR), retinolsyre induserende gen (RIG)-1 like reseptorer (RLR),
nukleotid-oligomeriserende domain (NOD)-like reseptorer og C-type lektin reseptorer (Aoki et
al., 2013).
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Figur 4: Antiviral aktivitet av type | interferoner (IFN) gjennom Jak-Stat signalvei, som
resulterer i induksjon av transkripsjon av IFN-stimulerende genprodukter. Statl/Stat2
interagerer med IFN regulatorisk faktor 9 (IRF9), og dette komplekset farer til aktivering av
IFN stimulerende gener (ISG). Modifisert etter (Robertsen, 2020).

1.2.1 Toll-like reseptorer

| teleoster har flere PRR gener blitt identifisert, inkludert 16 TLRer (Dalmo & Begwald, 2022)
0g 3 RLRer. TLRene, med unntak av en lgselig variant av TLR5 i fisk (TLR5S) (Aoki et al.,
2013), er membranbudne PRRer som finnes pa celleoverflaten og i endosomale rom hvor de
gjenkjenner en rekke PAMPer. TLRer bestar av et «leucin-rich repeat» (LRR) domene for
ligand-gjenkjenning, et transmembran (TM) domene og en toll/interleukin 1 reseptor (TIR)
signaliserings-domene. LRR domenet spiller en viktig rolle i gjenkjenning av PAMPer som
sSRNA og dsRNA (Aoki et al., 2013). De individuelle TLRene identifiseres basert pa
variasjoner i sekvens og lengden pa LRR (Bell et al., 2003). TLR kan deles inn i to sup-grupper

basert pa hvilke komponenter de gjenkjenner. Den farste gruppen inkluderer TLR1, -2, -4, -5,



-6, -10, og gjenkjenner lipider, proteiner og mikrobielle metabolitter. Den andre gruppen
inkluderer TLR3, -7, -8 og -9, som gjenkjenner nukleotid-derivater. TLR3 gjenkjenner dsRNA,
som blant annet produseres av mange virus ved replikasjon (Aoki et al., 2013). Noen arter har
flere varianter av TLRene, f.eks. TLR22 i torsk (Solbakken et al., 2016), og TLR8 i laks (Lee
etal., 2013).

1.2.2 Retinolsyre induserende gen (RIG)-1 like reseptorer (RLRer)

Retinolsyre induserende gen-1 (RIG-1) like reseptorer (RLRer) har en viktig rolle i induksjon
av type 1 interferoner (IFN) signalisering og RNA-indusert antiviral respons hos bade teleoster
og pattedyr. RLR-proteinfamilien bestar av tre medlemmer: RIG-1 (Yoneyama et al., 2004),
melanoma differensierings-assosiert gen 5 (MDADS) (Andrejeva et al., 2004), og «laboratory of
genetics and physiology 2» (LGP2) (Rothenfusser et al., 2005). Som hos pattedyr deler RIG-1,
MDAJS og LGP2 proteiner en rekke strukturelle likheter hos teleoster (Aoki et al., 2013). RIG-
1 og MDADS5 har to N-terminale «Caspade activation and recruitment domains» (CARD) som
trigger produksjon av interferoner via aktivering av interferon regulerende faktor 3 (IRF3) og
NFkB. LGP2 mangler CARD og er foreslatt a vaere en regulator for RIG-1 og MDAS5 (Satoh et
al., 2010; Zou et al., 2009). Alle tre molekylene har et indre DExD/H-box RNA helikase
domene med ATPase aktivitet. Denne aktiviteten, som blir aktivert gjennom ligandbinding, er
ikke ngdvendig for binding av RNA, men er ngdvendig for signalisering (Wilkins & Gale,
2010).

RIG-1 er et DExD/H-box inneholdende RNA helikase som opprinnelig ble identifisert som en
forsterker av type | IFN uttrykking i respons til dsSRNA poly I:C (Andrejeva et al., 2004).
DExD/H-box inneholdende RNA helikaser defineres av deres evne til & tvinne opp dsRNA ved
a bruke iboende ATP-ase aktivitet. I tillegg til C-terminal helikase domene inneholder RIG-1
to CARD N-terminalt (Zhang et al., 2000).

MDADS er et annen DEXD/H-box inneholdende RNA helikase som er involvert i sensing av
intracellulaert dsSRNA og induksjon av type I IFN i respons til RNA virus (Andrejeva et al.,
2004; Lazarte et al., 2019). Den er nermest beslektet RIG-1, og har 23 % aminosyrehomologi
i N-terminal CARD og 35 % aminosyrehomologi C-terminal helikase domene (Eisenécher et
al., 2008).
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Produksjon av interferoner nedstrems for RIG-1 og MDADS aktivering blir regulert av LGP2
(Yoneyama et al., 2005), samt ogsa av mitokondrie antiviral signaliseringsprotein (MAVS), et
protein-innholdende CARD assosiert med mitokondrier (Seth et al., 2005). RIG-1, MDAS5 og
LGP2 ble analysert gjennom genomsekvensering i et vidt spekter av evertebrater og vertebrat-
genomer. MDA5S og LGP2 ble indentifisert i alle undersgkte fiskearter, men RIG-1 ble ikke
identifisert i moderne fisker tilhgrende ordenen Perciformes, inkludert japansk kulefisk,
tetraodon, medaka, rognkjeks eller stingsild, og kun delvis identifisert i sebrafisk (Brisse & Ly,
2019; Chen et al., 2017; Fond, 2020; Zou et al., 2009).

1.2.3 Interferoner (IFNer)

Ved virale infeksjoner er immunsystemets farste respons produksjon av type 1 IFNer, som
medierer antiviral og immunmodulerende aktivitet (Skjesol et al., 2011). Type | IFNer spiller
en viktig rolle i innate immunresponser mot virusinfeksjoner i pattedyr hvor vertsceller
produserer og utskiller IFN-o/B og IFN-A ved gjenkjenning av viral nukleinsyrer (Sun et al.,
2009). Antiviral aktivitet av type | IFNer skjer gjennom binding til IFN-o/B-reseptor (Fig. 4).
Binding tigger signaltransduksjon gjennom Jak-Stat signalveien og resulterer i transkripsjon av
IFN-stimulerende genprodukter (ISGer), det vil si antivirale proteiner som hemmer
virusreplikasjon. Viktige 1SGer er Mx-protein, protein kinase R (PKR) og ISG15 (Sun et al.,
2009). Pattedyrs type | IFN bestar av en multigene familie gruppert til IFN-o, IFN-B, IFN-3,
IFN-t og IFN-®. Type I IFN produseres av de fleste celletyper, men IFN-a og IFN-o er
hovedsakelig produsert av leukocytter og IFN-pB av fibroblaster (Robertsen et al., 2003). Type
| IFNer i teleoster er beslektet, men ikke ekte homologer med IFNene i pattedyr (Liu et al.,
2019; Svingerud et al., 2012).

Pattedyr har to hovedveier for IFN induksjon, som er basert pa to fundamentalt ulike
gjenkjenningssystem for RNA virus infeksjon. De fleste celler produserer IFN ved
gjenkjenning av viralt dsSRNA eller sSRNA ved RIG-1 eller MDA5 som er RNA helikaser som
finnes i cytoplasma (Takeuchi & Akira, 2007). Denne veien farer til induksjon av IFN-$ (Sun
et al., 2009). Plasmacytoide dendrittiske celler (pDC) derimot, er hgyt spesialiserte IFN
produserende celler som gjenkjenner viralt sSRNA gjennom TLR7 (Liu, 2005; Takeuchi &
Akira, 2007). Disse finnes i endosomer og medierer induksjon av bade IFN-o og IFN-B
(Takeuchi & Akira, 2007). RIG-1/MDAG5 signalveien kan bli aktivert ved & stimulere celler
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med dsRNA poly I:C, mens TLR 7 signalveien kan bli aktivert av imidazoguinoline-derivater
som imiquinod og S-27609 (Sun et al., 2009).

Nylige studier har funnet ut at teleoster besitter et lignende innate IFN system som hos pattedyr.
Det ser ut til at fisk har lignende IFN induksjonssignalvei som pattedyr fordi de har homologer
til pattedyrs RIG-1, MDAS, TLRer og flere andre nedstrgms signaliseringsligander (Sun et al.,
2009). Det har blitt identifisert en klynge av 11 interferoner i genomet til atlantisk laks, koblet
til veksthormon 1-genet (Sun et al., 2009). Disse genene koder for tre ulike subtyper av type I
interferoner: IFN-a (IFNal og IFNa3), IFN-b (IFNb1, IFNb2, IFNb3, IFNb4) og IFN-c (IFNc1,
IFNc2, IFNc3, IFNc4, IFNc5). Lakse-IFNa2 og -IFNd kodes av et enkelt gen utenfor denne
klyngen. IFNal og IFNa2 har 95 % sekvenslikhet og veldig lignende promotorstruktur
(Robertsen, 2020; Svingerud et al., 2012). Senere studier har vist at laks ogsa har subtypene
IFNd, IFNe, IFNf og IFNh (Liu et al., 2020; Robertsen, 2020). Sekvens-likheter tilsier at lakse-
IFN er mer beslektet pattedyrs IFN-a. enn IFN- B eller type I IFN fra fugler. Fylogenetiske
analyser viser imidlertid at lakse- og sebrafisk-1FNer danner en gruppe separert fra mammalske
IFN-a og IFN- B og kylling type I IFN. Dette samsvarer med fylogenetiske analyser som
antyder at IFN-a og IFN- B oppsto ved et senere stadiet i evolusjon (Robertsen et al., 2003).

Salmonider og andre fiskearter uttrykker IFNer og 1SGer i respons til poly I:C, og TLR7
ligander (Sun et al., 2009). Det er vist at IFNal og IFNa2 er hovedsakelig indusert gjennom
RIG1/MDAS signalveien, mens TRL7 signalveien fgrer til induksjon av IFNb og IFNc
(Svingerud et al., 2012). Spesifikke vertsreseptorer i endoplasmatisk retikulum (TLR3,7,8) og
i cytoplasma (RI1G-1/MDADS) gjenkjenner viralt dSRNA og ssSRNA, som farer til transkripsjon
av IFN-gener (Chang et al., 2011; Nerbgvik et al., 2017). Interferoner blir ikke produsert i
uinfiserte celler, kun nar det er mye dsRNA til stede i cytoplasma, slik som nar cellen er infisert
med IPNV. IFNer virker pa flere mater: farst blir apoptose aktivert i lengre perioder av IFN
induksjon. IFNer virker indirekte ved & indusere uttrykking av MHC klasse | gener, og de farer

til aktivering av naturlige drepeceller som lyserer av virusinfiserte celler (Dopazo, 2020).
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1.3 Adaptiv immunitet

1.3.1 B-celle aktivering
| det adaptive immunforsvaret skiller antigenreseptorer mellom egne og fremmede antigen.
Disse antigenreseptorene, B-celle reseptor (BcR) pa B celler, og T-celle reseptor (TcR) pa T

celler, gjenkjenner spesifikt en rekke substanser (Takano et al., 2010).

Aktivering av B celler er ngdvendig for produksjon av immunoglobuliner (lg) (Fig 5).
Immunoglobuliner blir hovedsakelig produsert av plasmablaster (umodne plasma celler) og
plasmaceller, og er funnet utskilt i kroppsveeskene (inkludert serum og mukosa) som lgselige
immunoglobuliner (antistoffer) eller pa overflaten av B-celler som B-cellereseptorer (BcR)

(membranbundne immunoglobuliner) (Salinas et al., 2011).
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Figur 5: B-celle gjenkjenner et antigen og presenterer det til en T-hjelpecelle. Dette aktiverer
T-cellen, og stimulerer frigjgring av cytokiner, som aktiverer B-cellen. B-celle prolifererer og
differensierer til B-huskeceller og plasmaceller som produserer antistoffer. Figuren er laget
i BioRender.com

Immunoglobuliner er heterodimer-proteiner som bestar av to identiske tunge kjeder (H) og to
identiske lette kjeder (L). Hver kjede bestar av en variabel og en konstant del. Dette gir to
identiske antigen-bindingsseter i enden av aminogruppene pa hver variabel del pa bade H- og
L-kjeden. Karboksyl-enden pa den konstante delen av H-kjeden definerer Ig-isotypen og

spesifiserer effektorfunksjonen til immunoglobulinet gjennom binding av deres reseptor til
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effektorceller (Salinas et al., 2011). Hver variable del kan splittes i tre sekvensvariable regioner
kalt «complementarity-determining regions» (CDRS) og fire relativt sekvensstabile regioner
kalt «framework regions». De tre CDRene til de tunge kjedene pares sammen med de tre
CDRene til de lette kjedene for & danne antigen-bindingssetet, paratopen. Den konstante delen
til den tunge kjeden kan byttes om for & endre effektorfunksjon, og likevel oppdrettholde

antigenspesifisitet (Schroeder & Cavacini, 2010).

| teleoster er det blitt identifisert tre klasser av immunoglobuliner, IgM, 1gD og IgT (kalt IgZ i
sebrafisk (Renneseth et al., 2015; Sunyer, 2013). IgM var den ferste immunoglobulinet
oppdaget for flere tiar siden, mens IgD ble oppdaget i 1997 (Wilson et al., 1997) og IgT/IgZ
ble funnet i 2005 (Danilova et al., 2005; Hansen et al., 2005). | fisk finnes det to ulike linjer av
B-celler basert pa tilstedeveerelsen av enten IgM eller IgT (IgZ i sebrafisk). Den tredje klassen
av immunoglobuliner i fisk, gD kan uttrykkes sammen med IgM pa B-celler, men ikke sammen
med IgT (Edholm et al., 2011; Regnneseth et al., 2015). Immunoglobulin-antigen interaksjoner
skjer vanligvis mellom paratopen, setet pa Ig hvor antigenet bindes, og epitopen, som er stedet
pa antigenet som bindes. Evnen til & identifisere deler av antigen uavhengig av resten gjar det
mulig for B-celler & skille mellom to neert beslektede antigener, hver som kan bli sett pa som
en samling av epitoper. Det tillater og samme antistoff & binde til ulike antigen som deler
identiske eller sveert lignende epitoper, et fenomen kalt kryssreaktivitet (Schroeder & Cavacini,
2010).

1.3.2 Antistoffer

Antistoffer har mange funksjoner, blant annet agglutinering, ngytralisering og opsonisering. De
er ogsa med pa a aktivere den klassiske veien i komplementsystemet. Agglutinering er binding
og utfelling av partikler slik at det blir feerre infektive enheter (Haugland, 2020). Antistoffer
kan ogsa virke ngytraliserende ved a binde seg til virus og deres produkter, som hindrer dem til
i @ kunne infisere celler. Dette er den formen for immunitet som fremkalles av de fleste vaksiner
(Hovden & Haldorsen, 2008). Noen antistoffer virker som opsonin, det vil si at de binder seg
til virus og gjer dem mer gjenkjennelige for fagocyttiske celler, som farer til gkt fagocytose
(Haugland, 2020). Den klassiske veien i komplementsystemet kan aktiveres av bade naturlige
og spesifikke antistoffer, ved at de bindes til overflaten av mikroben, som farer til en kaskade
av reaksjoner som resulterer i utskillelse av proteiner. Antistoff-avhengig cellemediert
cytotoksisitet (ADCC) er mekanisme hvor spesifikke antistoffer bindes til bade en malcelle og
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en effektorcelle (f.eks naturlig drepecelle (NCC)), som farer til utskillelse fra effektorcellen av

stoffer som farer til lysis (Haugland, 2020).

Det er kjent at IPNV er immunogen og at VP2 kapsid-proteinet induserer syntese av
ngytraliserende antistoffer (Munro & Midtlyng, 2011). Det er mulig a detektere IPNV
ngytraliserende antistoffer i flere uker etter immunisering, og de kan bli detektert etter flere ar
i overlevende fisk. Det har blitt demonstrert at serum fra immunisert fisk kan beskytte ikke-
immunisert fisk mot infeksjoner, men det ser ut som at immunresponsen ikke er sterk nok til &
beskytte mot sykdom, siden immunisert fisk kan vise symptomer etter stressende perioder (Julin
etal., 2013). Til tross for vaksinering av norsk Atlantisk laks, er det fortsatt noen utbrudd hvert
ar (Drpetveit & Borng, 2022). Atlantisk laks som overlever en IPNV infeksjon kan bli livslange
asymptomatisk beerere. Det har blitt rapportert at viruset kan gjemme seg og replikere inni
hodenyreleukocytter fra baererfisk uten a forarsake lytisk infeksjon, som tilsier at disse cellene

kan veere stedet for vedvarende infeksjoner (Julin et al., 2015).

1.4 Malsetning for studiet

De siste arene har det veert meldt om flere tilfeller av til dels hissig utbrudd av IPN. Noe som
gjer det enda mer bekymringsverdig er at fisk som blir syk er blant IPN QTL homozygote eller
heterozygote IPNV resistente fisk, som skal veere mer motstandsdyktig mot IPNV (Hillestad et
al., 2021). Det er vist at det er den nye varianten som forarsaker dgdeligheten. Det er viktig &
fa kontroll pa IPN fordi det kan gi store konsekvenser bade gkonomisk og velferdsmessig. Det
er lite kunnskap om forskjellene mellom variantene av IPNV, og det er usikkert hvordan den

nye varianten greier a infisere IPN QTL-fisk.

Hovedmalet med studiet er & undersgke forskjeller mellom to varianter av infeksigs
pankreasnekrose-virus, V-1244 og Vir410/18.

Delmal vil veere:

- Sekvensere og undersgke forskjeller mellom de to IPNV variantene bade pa
aminosyreniva og pa nukleinsyreniva.
- Studere medfadte immunresponser ved & eksponere hodenyreleukocytter (HKL) for

IPNV ved in vitro stimulering, og male uttrykking av cytokiner og interferoner.

- Produsere antistoffer mot \VV-1244 og Vir410/18 ved a immunisere fisk.
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2.0 Material og Metode

2.1 Virus

IPNV-isolatene ble gitt fra Veterinarinstituttet. De var passert en gang i CHSE-214-celler, og
cellesupernatantene var sentrifugert ved 3000 x g i 5 minutter (min) fer de ble allikvotert i 2 ml
sentrifugergr. Etter ankomst til Bergen, ble virus-supernatantene lagret ved -20 °C. IPNV
stammen V-1244 kommer fra et utbrudd hos Atlantisk laks (postsmolt) i Nord-Trgndelag i 2001
(Ramstad & Midtlyng, 2008). Denne varianten tilhgrer serotype Sp/N1 (Santi et al., 2004).
Vir410/18 isolatet er fra et utbrudd i felt i 2018.

2.2 Dyrking av cellekultur CHSE-214

CHSE-214, derivert fra Oncorhynchus tshawytscha er vist & veere en effektiv cellelinje for
deteksjon og dyrking av salmonide fiskevirus. Den optimale veksttemperaturen er 21-24 °C, og
cellene kan splittes i forhold 1:6 hver 10-14 dag ved 18 °C. CHSE-214 kan overleve minst i ett
ar ved -65 °C og i minst fem ar i flytende nitrogen (Lannan et al., 1984). CHSE-214 celler er
en utmerket celletype til & dyrke hgye virustiter av IPNV i (Dobos, 1995).

CHSE-214 celler ble dyrket i 25 cm? Nunc™ EasYFlask™ celleflasker med 5 ml Eagle’s
minimal essential medium (EMEM) (Lonza) supplementert med 10 % fetal bovine serum
(FBS), 2 % L-glutamine, 0,1 % Gentamicin sulfat, og 1 % «Non-essential amino acid» (NEAA)
(vedlegg 6.1.1) ved 20 °C med 5,7 % CO> og splittet i forhold 1:4 ca. hver 14. dag, avhengig
av tetthet i flaskene.

2.3 Virustitrering — plaque assay

Virusmottakelighet for CHSE-214 cellelinjen ble bestemt ved plaque assay. Virus ble titrert
ved en standard fortynnings sluttpunktmetode: TCID50 (Karber, 1931). Etter 10 dager ble det
utifra Formel 1 beregnet mengde virus ved a ta % av antallet av hver fortynning (%/6) anslatt,

0g viruskonsentrasjon beregnet.

Formel 1: Beregning av viruskonsentrasjon med Karber metoden

Sum av % CPE i brgnner
100

[Negativ logaritme av hgyeste viruskonsentrasjon] — ( - O,S)x logaritmen av fortynning
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En 75 cm? Nunc™ EasYFlask™ celleflaske med CHSE-214 celler ble overfart til branner da
cellelaget dekket ca. 80 % av bunnarealet i flasken. Cellelaget ble vasket med 4 ml «Hanks
balanced salt solution» (Sigma-Aldrich) ved bruk av 230 mm glasspipette (VWR) og trypsinert
med 1 ml trypsin (BioWhittaker® Lonza), fer det ble tilfert 48 ml dyrkingsmedium. 0,5 ml av
cellesuspensjonen ble fordelt til hver brgnn i fire 24-brgnnsbrett. Deretter ble brettene inkubert
ved 20 °C og 5,7 % CO. Da cellelaget dekket ca. 80 % av bunnarealet i brannene ble virus

tilsatt brgnnene.

To ulike varianter av IPNV ble brukt, kalt \VV-1244 og Vir410/18. Far titrering ble virus fortynnet
ved tifold fortynning (Fig. 6). 3,6 ml Eagle’s minimal essential medium (EMEM) (Lonza)
supplementert med 2 % fetal bovine serum (FBS), 2 % L-glutamine, 0,1 % Gentamicin sulfat,
0g 1 % «Non-essential amino acid» (NEAA) (vedlegg 6.1.2) ble overfagrt til 15 ml falconrer
(Becton Dickinson labware Europe). Dyrkingsmedium ble fjernet fra brenner ved hjelp av en
glasspipette. Deretter ble fortynningene fra 10° til 107° overfart til brenner. 0,5 ml
virussuspensjon i hver brgnn. Det var seks paralleller av hver virusfortynning, og to paralleller
av kontroller, en kontroll med PBS og en kontroll med supernatant fra CHSE-celler som ikke
var tilsatt virus (Fig 7). Brettene ble deretter inkubert ved 20 °C i 10 dager til synlig plaque.
Virusreplikasjon ble overvaket daglig ved & bruke et omvendt lysmikroskop (Leica) kombinert
med «Leica Application Suite» (LAS) til CPE var tydelig.

IR Y Y Y e N Y N U W W

0,4mL

virus
107 102 103 104 10° 10° 107 108 10° 1070

36emL 36mL 36mL 36mL 36mL 36mL 36mL 36mL 36mL 36mL

Figur 6: Fortynningsserie ved titrering. Virus ble fortynnet i smittemedium. Det ble tilsatt
0,4 ml virus i ferste rer, og sa ble det overfgrt 0,4 ml bortover i en tifold fortynningsrekke
Figuren er laget i BioRender.com
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Figur 7: Brgnnoppsett for titrering av virus. Branner med samme farge viser paralleller (seks
paralleller per fortynning). To paralleller for hver kontroll. Figuren er laget i BioRender.com

2.4 Isolering av leukocytter fra perifert blod og hodenyre

Atlantisk laks (Salmo salar L.) ble holdt i kar hos Industrilaboratoriene i Bergen (ILAB) ved
Bergen Hgyteknologisenteret. Seks fisk ble avlivet med et slag mot hodet. Fisken var rundt 38
cm (gjennomsnittlig lengde var 38,1 + 1,13 cm) i starten av forsgket. Gjennomsnittlig vekt var
836,7 g + 114 g. Det ble brukt 0,6 ml kanyle (Henke Sass Wolf) til 1 ml luer slip syringe (Becton
Dickinson SA) til uttaket. Blodet, tatt fra v. caudalis, ble overfart til 4 ml prgvergr med heparin
(BD Vacutainer) og holdt pa is. Det ble ogsa tatt utsnitt av hodenyre (420 mg + 90 mg) tilsatt
GentleMACS rgr med L15+ medium (L15 supplementert med gentamicin, heparin, glutamin
og HEPES, justert til 370 mOsm) og homogenisert ved hjelp av gentleMACS dissociator. Blod
og nyreprove ble overfort til 11 ml Nunc™ sentrifugerer med gradienter inneholdende 4 ml
Percoll- lgsning med tetthet pa 1,075 g/ml overlagt med 3 ml Percoll-lgsning med tetthet 1,060
g/ml. Etter sentrifugering ved 400 x g (Allegra X-15R) i 35 min ble leukocyttfraksjonen samlet
opp og overfart til nye rgr. Det ble tilsatt L15+ medium for & vaske leukocyttene, og prevene
ble deretter sentrifugert i 10 min pa 200 x g. Supernatanten fra prgvene ble fjernet, og pelleten
ble resuspendert i 0,5 ml L15+ medium. Leukocyttene ble telt ved hjelp av en CASY celleteller
(Innovatis) ved at 10 pl pregve ble fortynnet i 10 ml CASYton-lgsning (OMNI Life Science) for

prgvene ble analysert med hensyn pa celletall, overlevelse og aggregeringsfaktor.
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2.5 In vitro smitte av leukocytter med V-1244 og Vir410/18

For 4 teste innate immunrespons ble isolerte leukocytter tilsatt \V-1244 og Vir410/18 for & se pa
immunrespons etter 4 timer og 24 timer. De isolerte leukocyttene (2,5 x 10%- 5 x 10%) i L15+
medium, ble overfart til branner. Deretter ble det tilsatt 0,25 ml virus (MOI = 20 pfu/cell) og
de ble inkubert ved 20 °C. For cellene hgstet etter 4 timer var det fire paralleller av kontroll, V-
1244 og Vir410/18. Det var seks paralleller av kontroll, V-1244 og Vir410/18 for cellene hgstet
etter 24 timer (Tabell 3). Cellebrgnnene ble sentrifugert pa 930 x g i 10 min. Supernatanten ble
forsiktig fjernet og det ble tilsatt 500 pl lysisbuffer med 1,6 % DTT til hver av brgnnene.
Lysatene ble oppbevart i frysen pa -80 °C og RNA ble isolert som beskrevet i avsnitt 2.6.

Tabell 3: Oversikt over de ulike gruppene in vitro forsgket.

Tidspunkt for hgsting Gruppe Tildelt nummer
4t Kontroll 1-3, 10

24 t Kontroll 11-13, 20-21

4t V-1244 4-6, 14

24 t V-1244 15-16, 23-26

4t Vir410/18 7-9, 17

24 t Vir410/18 18-19, 27-30

2.6 Isolering av RNA

Til isolering av RNA ble det brukt GenElute mammalian totalt RNA kit (RTN70, Sigma-
Aldrich). De lyserte leukocyttene ble overfart til GenElute filtreringskolonne og sentrifugert
ved 12 100 x g i 2 min. Det ble tilsatt 500 ul 70 % EtOH til det filtrerte lysatet som sa ble
blandet godt. 500 pl av lysatet/EtOH ble overfart til GenElute binding kolonne og sentrifugert
ved 12 100 x g i 30 sek. Resterende lysat/EtOH- blanding ble overfart til samme GenElute
binding kolonne og sentrifugert ved 12 100 x g i 30 sek. Vasken som hadde gatt gjennom
kolonnen ble fjernet, far kolonne ble satt tilbake i samme oppsamlingsrar. Det ble tilsatt 500 pl
vaskelgsning 1 til kolonnen far den ble sentrifugert ved 12 100 x g i 30 sek. Kolonnen ble sa
overfart til et nytt oppsamlingsrar hvor det ble tilsatt 500 ul vaskelgsning 2 (med EtOH), som
ble sentrifugert ved 12 100 x g i 30 sek. Det ble tilsatt 500 pl til med vaskelgsning 2 (med
EtOH), som sa ble sentrifugert ved 12 100 x g i 2 min. Vasken som hadde gatt gjennom

kolonnen ble fjernet, og oppsamlingsreret ble deretter sentrifugert ved 12 100 x g i 1 min.
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Kolonnen ble overfert til et eppendorf-rgr, hvor det ble tilsatt 30 pl RNasefritt vann og

sentrifugert ved 12 100 x g i 1 min.

2.7 Analyse av totalt RNA i Nanodrop 2000 spectrophotometer

For & fa informasjon om konsentrasjon av RNA og renhet i prgvene ble det gjennomfart maling
av nukleinsyre med Nanodrop™ 2000 spektrofotometer (Thermo Scientific™),
Absorpsjonsnivaet ble malt ved 260/280 nm og 260/230 nm for & fa en indikasjon pa renheten
av RNAet. Absorpsjonsforholdet mellom 260/280 ber veere mellom 1,8 og 2,1. Ved maling av
absorpsjonsforholdet 260/230 bar det veere rundt 2,0. Far oppstart ble maskinen kalibrert med
1,5 ul DNase og RNase fritt vann (Sigma-Aldrich). Sensoren ble sa tgrket av og det ble tilsatt

1,5 pl av hver prgve. Mellom hver maling ble sensoren tgrket av.

2.8 DNase | behandling

Til DNase behandling ble «DNase 1, Amplification grade» (AMPD1, Sigma-Aldrich) brukt.
De ulike reagensene (Tabell 4) ble overfart til RNase frie PCR-rgr. Det ble beregnet mengde
RNA og H>0, totalt volum av disse er 8 pl. Begrensningen for mulig RNA i en DNase reaksjon
er 2500 ng per reaksjon. Ut ifra resultatet fra nanodrop ble det beregnet hvilken
reaksjonsmengde som skulle brukes. DNasen er sensitiv for fysisk denaturering og ble derfor
handtert med forsiktighet. Prgvene ble inkubert ved romtemperatur i 15 min far det ble tilsatt 1
pl stopplgsning til en 1 x reaksjon. Prgvene ble deretter inkubert i AccuBlock Digital Dry
Bath™ (Labnet) pa 70 °C 1 10 min for de ble avkjelt pa is.

Tabell 4: Tilsetning for DNase-reaksjon

Tilsetning i en 1 x reaksjon Mengde (ul)
RNA Variabelt
. Totalt 8ul
H-0 Variabelt
10 x dNase buffer 1
DNase 1
Totalt 10
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2.9 Nukleinsyre gel-elektroforese

Agarose gel elektroforese er en effektiv metode for a separere, identifisere og rense DNA/RNA
fragmenter pa 0,5-25 kb (Syaifudin, 2021). 1 % agarosegel ble laget av 25 ml 1XTAE blandet
med 0,25 g agarose (SeaKem), som ble veid opp og varmet i mikrobglgeovn med lgst lokk slik
at agarosen smeltet. Det ble etterfylt med milliQ-vann for a erstatte det fordampede volumet.
Agarosen ble kjglt ned til 60 °C far det ble tilsatt 2,5 ul GelRed (10000x, Biotium) for & kunne
visualisere nukleinsyrene. Agarosegelen ble stept i en form tilhgrende elektroforeseenheten
(Amersham Biosience) med tolvbrgnner kam, og satt til tark i market i 30 min for a bli klar til
applisering. Den stivnede gelen ble overfart til elektroforesekammeret og det ble tilfart 1 x TAE
buffer til vaesken dekket gelen ca. 2mm over bgnnene. 2ul av hver DNase-behandlede proave
ble blandet sammen med DNase og RNase fritt vann og 5 x loading buffer (Tabell 5) og
applisert i brannene med pipette. 1 tillegg til prevene ble det applisert 2,5 pl molekylvekt-
standard (1kb+) (Thermo Scientific™) til fgrste brgnn.

Etter applisering ble lokket til elektroforeseenheten satt pa slik at katoden la naermest
prevebragnnene og elektroforesekammeret ble koblet til en energikilde (PowerPac Basic, Bio-
Rad) som ble stilt inn pa 90V. Etter 45 min hadde nukleinsyrene vandret mot den positive

anoden. Bandene i gelen ble visualisert i G:BOX Geldoc system (Syngene).

Tabell 5: Oppsett for RNA-prave til analyse i agarosegel

Tilsetning Mengde (ul)
DNase behandlet RNA 2
RNase fritt vann 4
5 x loading buffer 2
Totalt 8

2.10 cDNA syntese (qScript)

Til cDNA syntese ble det brukt «gScript cDNA synthesis kit» (Quantabio). Alle komponenter
ble tint og oppbevart pa is. Totalt volum av RNA + H0 er 15 pl. Begrensingen er 1000 ng i
15 ul. Template (RNA) og de ulike reagensene (Tabell 6) ble tilfgrt til RNase frie PCR-rgr (0,2
ml) (Axygen®) og inkubert i 2720 Thermal Cycler (Applied biosystems) med program gitt i
Tabell 7. Pravene ble deretter oppbevart ved -20°C.
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Tabell 6: Tilsetninger i en enkel cDNA syntese behandling

Tilsetning 1 x reaksjon
RNA (<1000 ng) Variabelt
H20 Variabelt

5 x reaksjonsbuffer 4 ul

Revers transkriptase 1l

Totalt 20 pl

Tabell 7: Oppsett for innstillinger pa PCR-maskin ved syntese av cDNA.

Temperatur (°C) Tid (min)
22 5

42 30

85 5

4 00

2.11 Kvantitativ PCR (gPCR)

Uttrykking av cytokiner og interferoner i virussmittede leukocytter ble studert med qPCR.
gqPCR maler genuttrykk ved bruk av fluoresence som f.eks SYBR green (Valasek & Repa,
2005). SYBR Green binder uspesifikt til dsSDNA sa det er viktig a ha med negative kontroller,
en -RT kontroll (cDNA reaksjon hvor det ikke tilsettes revers transkriptase) og en ikke-templat
kontroll (NTC), med DNase og RNase fritt vann i stedet for templat, for a sikre at reagensene

ikke er kontaminert.

gPCR ble utfert ved a bruke SYBR green JumpStart Taq Ready Mix kit» (Sigma-Aldrich) for
kvantitativ PCR, og «forward» og «revers» primere for de ulike assayene (Tabell 8), samt
DNase og RNase fritt vann. Det ble laget mastermixer som inneholdt 2xSYBR Green JumpStart
Taq Ready mix, forward og revers primer og nukleasefritt vann (Sigma-Aldrich), gitt i Tabell
9. Det ble laget tre mastermix per assay. Tre parallelle reaksjoner ble utfgrt for alle gener.

Negative kontroller, NTC og-RT, ble inkludert for alle mastermixene. 6 pl av mastermixene
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ble fordelt i brannene pa qPCR brettet (BioRad) og deretter ble det applisert 4 pl cDNA prave
til brgnnene. gPCR brettet ble dekket med forsegling (BioRad), fer det ble sentrifugert
(Allegra® X15R Centrifuge) ved 1000 x g i 1 min. Reaksjonene ble termo-cycled i en C1000
Touch Termal Cycler med CFX96 Real-time system (BioRad) i 5 min pa 94 °C, etterfulgt av
44 sykluser pa 94 °C i 15 sek og 60 °C i 1 min. Smeltekurveanalyse ble utfart for hvert assay
(Tabell 10). RPS20 ble brukt som referansegen fordi det er stabilt og har vist a bli lite regulert

av immunstimulerende forbindelser (Ingerslev et al., 2006).

Tabell 8: Oversikt over primere som ble brukt til Real Time RT-PCR

Gen Primer 5’-3° o Referanse
(bp)
S Forward ATCACCACCAGAAAGACACCCT 5% (Renneseth et
Revers GAGGTGATCTGCTTGACAATCTCA al., 2013)
IPNV-1 Forward CCTGACCTACAACAGCCTGATGT 114 (Julin et al.,
Revers TCGAACCCTGTTGGTAGATTCA 2009)
L6 Forward TGCTGATAGGGCTGGTCAAAGA 80 (Nerbgvik et
Revers AACACGCTTCCTCTCACTGGCA al., 2017)
IL1p Forward AACCGAGTTCAAGGACAAGGAC ” (Nerbavik et
Revers GCCGACTCCAACTCCAACAC al., 2017)
Forward ACAAAATGGAGCCTCAACTGGA (Nerbgvik et
TNF-al Revers AGTGTCAGCGGTAAGATTAGGATTG 134 al., 2017)
TNE-2 Forward ACTCCATCGGGGATAATGCTAATCTA - (Nerbgvik et
Revers GGACTCAGAATTACCATACTTTTGTTG al., 2017)
Forward ACTGAAACGCTACTTCAAGAAGTTGA (McBeath et
FNa Revers GCAGATGACGTTTTGTCTCTTTCCT 104 al., 2007)
=T Forward CTCTCAGATATGGGTGGACTCTTTC - (Lagos et al.,
Revers AAGATCCTCTGGAAACATTTGTTCGA 2012)
o Forward ATGTATGATGGGCAGTGTGG e (Svingerud et
Revers CCAGGCGCAGTAACTGAAAT al., 2012)
T Forward TGTCTGGAATGAGAAGAAAGTGGAG -
Revers ATGAGCACTGTATGCCATTCTTTT
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Tabell 9: Tilsetninger i en enkel PCR-reaksjon

Tilsetninger Volum (ul), 1 x reaksjon
Templat 4

2 X SYBR 5

Forward primer (10 pum) 0,4

Revers primer (10 um) 0,4

H20 0,2

Totalt volum 6

Tabell 10: gPCR program

Trinn Temperatur Varighet Syklus
Initiell denaturering 94°C 5 min x1
Denaturering 94°C 15 sek

Hybridisering og syntese 60°C 1 min x39
Smeltekurve 60-92°C 1 °C per 5. sek

Stopp 4°C ~

2.12 Sanger sekvensering

For a sammenligne V-1244 og Vir410/18 pa nukleotid- og aminosyreniva ble cDNA som koder
for VP2 sekvensert ved Sanger sekvensering. 1 ml av virussupernatantene fra
Veterinzrinstituttet ble tint pa is, og deretter filtrert gjennom 47mm Zeta plus™ 1MDS filtre
(3M Purification Inc), far filtrene ble lagt i lysisbuffer med 1,6 % DTT. Lysatet (0,70 mL) ble
overfart til GenElute filtreringskolonne, og renset som beskrevet i avsnitt 2.6, DNase behandlet

som beskrevet i avsnitt 2.8 og det ble laget cDNA som beskrevet i avsnitt 2.10

Det ble gjort en PCR for & amplifisere VP2 far det ble sekvensert. cDNA ble blandet med
primere (Tabell 11) og andre komponenter (Tabell 12). Prgvene ble overfert til en 2720
Thermal Cycler (Applied biosystems) pa program gitt i Tabell 13.
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Tabell 11: Oversikt over primere brukt i til PCR og Sanger sekvensering (SS)

Navn Lengde Sekvens
IPNV_VP2 1 F 22 CCGTCGATGGCGAAAGCCCTTT Denne studien
IPNV VP2-1 R 24 CGGAGCTGACCACTGTGACAACTG Denne studien
IPNV_ VP2 2 F | 25 TCCACGACAGTGACGGGAGACATAA Denne studien
IPNV_VP2 2 R | 22 TGGCGGACTCCAGCCTGTTCTT Denne studien
A-AENC 18 TAATACCACTCACTATA (Yao &
GGAAAGAGAGTTTCAACC Vakharia, 1998)
20 GGCCATGGAGTGGTACCTTC (Yao &
A-SPKPNR Vakharia, 1998)
20 TAATACCACTCACTATA .
VP2Fl TGGTAACCCACGAGCGGAGA Denne studien

Tabell 12: Oppsett for PCR for amplifisering av VP2

V-1244 Vir4l10/18 - 5° Vird410/18 - 3’
H-0 25,5 ul 25,5 ul 25,5 ul
5 x phusion buffer 04 04 10ul
10mm dNTP 1l 1l 1l

2,54l AASNC 2,5l PNVVPZLF 55 | PNV VP2 2 F

F-primer (10 pm)

R-primer (10 pum)

Phusion DNA polymerase

Templat (ufortynnet)

Totalt

2,5l ASPKPIR 9 5 )| IPNV_VP2-L R

0,5 ul 0,5 ul
8 ul 8 ul
50 pl 50 pl

2,5l IPNV_VP2 2 R
0,5 ul
8 ul

50 pl

Tabell 13: Oppsett for PCR program for & amplifisere opp VP2 med Phusion polymerase

Trinn Temperatur Varighet Syklus
Initiell denaturering 98 °C 5 min x1
Denaturering 98 °C 10 sek

Hybridisering og syntese 56 °C 1 min x 35
Smeltekurve 72 °C 10 min

Stopp 4°C ~
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PCR produktene ble applisert pa en 1 % agarosegel for & sjekke at de hadde riktig starrelse.
PCR produktet fra V-1244 ble renset fra agarosegelen ved a bruke «Gel extraction kit» (Omega
bio-tek). Den utskjeerte gel-biten ble overfart til eppendorf-ror tilsatt «Binding buffer (XP2)»
og inkubert ved 60 °C med risting til gelbitene var smeltet. Lysatet ble overfart til HiBind®
DNA mini kolonne og sentrifugert ved 10 000 x g i 1 min. Vasken som hadde gatt gjennom
kolonnen ble fjernet, far kolonnen ble satt tilbake i samme oppsamlingsrar. 300 pl «Binding
buffer (XP2)» ble tilsatt kolonnen far roret ble sentrifugert ved 13 000 x g i 1 min. Filtratet ble
fjernet, og kolonnen satt tilbake. Det ble tilsatt 700 pl «SPW Wash buffer» fortynnet med 100
% etanol for sentrifugering ved 13 000 x g i 1 min. Filtratet ble fjernet, og det tomme rgret med
kolonnen ble sentrifugert ved 13 000 x g i 2 min for & fjerne eventuelle rester av etanol.
HiBind® DNA mini kolonnen ble overfort til et rent eppendorf-rgr, og det ble tilsatt 30 pl
DNase og RNase fritt vann. Kolonnen ble inkubert ved romtemperatur i 2 min, for det ble
sentrifugert ved 13 000 x g i 1 min. Mengden nukleinsyre ble malt i Nanodrop™ 2000
spektrofotometer (Thermo Scientific™) og det rensede PCR produktet ble sekvensert i 2720
Thermal Cycler (Applied Biosystems).

PCR produktene for Vir410/18 ble applisert pa en 1 % agarosegel for & sjekke at det var blitt
dannet riktige band. Den ene sekvensen ble renset fra gelen med «Gel extraction kit» (Omega
bio-tek) som beskrevet i forrige avsnitt, og den andre delen av sekvensen ble renset med
GenElute™ PCR clean-up kit (Sigma-Aldrich). Det ble tilsatt 0,5 ml «Column Preparation
Solution» til «GenElute plasmid mini spin column», som ble sentrifugert pa 12 000 x g i 30
sek, for eluatet ble fjernet. Det ble tilsatt 225 pl «Binding Solution» til 45 pl PCR produkt.
Blandingen ble overfart til kolonnen og sentrifugert ved 12 000 x g i 1 min. Filtratet ble fjernet,
og det ble tilsatt 500 ul vaskelgsning tilsatt EtOH, for raret ble sentrifugert ved 12000 x g i 1
min. Filtratet ble fjernet, og det tomme reret med kolonnen ble sentrifugert ved 12 000 x g i 2
min for & fjerne eventuelle rester av etanol. Kolonnen ble overfart til et nytt eppendorf-rar og
det ble tilsatt 30 ul Dnase og RNase fritt vann. Dette ble inkubert ved romtemperatur i 1 min,

far det ble sentrifugert ved 12 000 x g i 1 min.

Sekvensene til PCR-produktene ble bestemt ved Sanger sekvensering ved bruk av «Big Dye

version 3.1» sekvenseringsprotokoll. Prgvene ble blandet (Tabell 14) og sekvensert i en 2720
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Thermal Cycler (Applied biosystems) pa program gitt i Tabell 15. Avlesing av sekvens ble
utfgrt av DNA sekvenseringslaboratoriet hos UiB administrert av MBI. Det ble tilsatt 10 pl
DNase og RNase fritt vann far avlevering.

Tabell 14: Oppsett for sekvenseringsreaksjon for V-1244 og Vir410/18

V-1244 V-1244 Vir410/18 Vir4l0/18 Vir410/18 Vir410/18

1 2 1 2 3 4
H-20 - - 6 ul 6 ul 6 ul 6 ul
Templat 7 ul 7 ul 1l 1l 1l 1l
Buffer 1l 1l 1l 1l 1l 1l
Bigdyev.3.1 1l 1pl 1pl 1pl 1l 1l
Primer 1pl 1pl 1pl 1pl 1l 1l
VP2_F1 A-SpKpnR  IPNV_VP2 1 F IPNV_VP2 1 R IPNV_VP2 2 F IPNV_VP2 2 R
Totalt 10 pl 10 ul 10 pul 10 pl 10 pl 10 pul

Tabell 15: Program for sekvensering av VP2

Trinn Temperatur Varighet Syklus
Initiell denaturering 96 °C 5 min x1
Denaturering 96 °C 10 sek

Hybridisering og syntese 52 °C 1 min x 35
Smeltekurve 60 °C 4 min

Stopp 4°C ~

2.13 «Multi sequence alignment» (MSA) og fylogenetisk analyser

NCBI ble brukt for & finne nukleotidsekvenser av VP2 for flere IPNV varianter. Seks isolater
(BG1-BG6) fra et feltutbrudd i Vest-Norge som hadde gitt sykdom i genetisk resistent laks ble
bruk i de fylogenetiske analysene (MW496372.1, MW496373.1, MW496374.1, MW496375.1,
MW496376.1, MW496377.1) (Hillestad et al., 2021). I tillegg til to virulente stammer,
S-IPNV/FS12-01 (DQ536091.1), som var isolert fra pylorusvev hos atlantisk laks fra Norge
(Julin et al., 2009), samt Sp122 (AY354521.1), isolert fra et feltutbrudd i Norge som farte til
dadelighet av atlantisk lakseyngel og postsmolt (Shivappa et al., 2004). Det ble ogsa brukt
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sekvenser fra tidligere publiserte sekvenser med ID-nummer: (OK076707.1 og OK076708.1
(Benkaroun et al., 2021), AF342735.1 og AF343572.1 (Blake et al., 2001), KY548508
(Holopainen et al.,, 2017), AY780919.1 (Romero-Brey et al., 2009), MH562037.1
(Kristoffersen et al., 2018). Nukleotidsekvensene ble oversatt til aminosyresekvenser ved bruk
av Expasy (https://web.expasy.org/translate/). UGENE (Okonechnikov et al., 2012) ble brukt
for & lage «multiple sequence aligment» (MSA). Et fylogenetisk tre ble genert ved a bruke
«Maximum likelihood»-metoden og JTT matriksbasert modell med 1000 bootstrap i verktayet
MEGAX (Kumar et al., 2018). SWISS-MODEL (https://swissmodel.expasy.org/) ble brukt for
a sammenligne sekvensene og se pa den strukturelle strukturelle utformingen av aminosyrer
som pavirker de antigene variablene. 3IDE (Coulibaly et al., 2010) ble brukt som templat i

«SWISS model workspace».

2.14 Inaktivering av IPNV for immunisering

Det ble overfgrt 4 ml virussupernatant til 15 ml sentrifugergr (Sarstedt). Vekten av
virussuspensjonen ble brukt til 2 beregne mengde formalin ved hjelp av Formel 2. Formalin ble
tilsatt og rgrene ble satt i inkubator ved 20 °C under omrgring i 15 min. Virussuspensjonene ble
overfart til nye sentrifugergr, og videre inkubert ved 20 °C med omrgring i 75 min.

Virussuspensjonene ble sa oppbevart i kjgleskap ved 4 °C frem til bruk.

Formel 2: Utregning for beregning av mengde formalin til inaktivering av virus.

%xvekt antigen (kg)x 100 %

% formalin konsentrasjon x %

2.14.1 Test av inaktivering

For & teste at virusene var blitt inaktivert, ble to 25 cm? Nunc™ EasYFlask™ celleflasker med
CHSE-214 celler (22. passasje) overfart til branner. Virussupernatanten ble fortynnet 1:5 med
dyrkingsmedium i 15 ml Falconrgr og deretter overfart til brenner (Fig. 8). Det ble tilsatt 37 pl
formalin i 4 ml dyrkingsmedium som negativ kontroll. | den positive kontrollen ble det tilsatt
en annen variant av IPNV (Nerbgvik et al., 2017) fortynnet 1:5. Det ble overfgrt 0,5 ml

virussuspensjon i hver av brgnnene med oppsett gitt i Fig. 9.
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Figur 8: Oppsett av virusfortynning for sjekk av inaktivering. Figuren er laget i BioRender.com
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Figur 9: Brennoppsett for a sjekke inaktivering av virus. Brgnn med samme farge viser
paralleller. Figuren er laget i BioRender.com. Pilene viser brgnner med kun smittemedium.

2.15 Forsgksfisk

Uvaksinert Atlantisk laks ble holdt i 500 L sirkulere kar hos ILAB ved Bergen
Hayteknologisenteret. Lengde og vekt pa fisken var 24 cm + 0,8 cm og 187 g + 14,7 g ved

starten av forsgket. Det var ingen tegn pa infeksjon eller dadelighet blant laksen. Fisken ble
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holdt under optimale forhold gjennom hele forsgksperioden, 12 timer lys:12 timer mgrke med
vanntemperatur pa naturlig sjgtemperatur (8 °C), salinitet 34 PSU og vannstrgm pa 300-400 L
per time. Fisken ble foret med 3 mm og 4 mm Nutra Olympic av Skretting AS, og sultet 48

timer far hver vaksinering og far bloduttak.

2.16 Immunisering av laks med V-1244 og Vir410/18.

To monovalente IPN-vaksiner ble brukt til vaksinering. De inneholdt formalininaktivert virus
formulert inn i Freds incomplete adjuvans (Sigma-Aldrich). Oljeadjuvansen ble oppbevart i
kjeleskap, og ble tatt ut for & bli romtemperert dagen fgr immunisering. De inaktiverte virus-
variantene ble tatt ut av kjgleskap noen timer fgr immunisering for a bli romtemperert. 0,6 ml
inaktivert virus ble overfart til 2 ml rgr med kork (VWR). Adjuvans (0,6 ml) ble overfart til de
samme rgrene ved hjelp av sterile engangsspragyter (Bencton Dickinson Plastipak). VVaksinene
ble homogenisert i Benchtop homogeniser, Fastprep-24 5G (VWR) i 10 sek pa 4 m/sek. Deretter
ble 1 ml vaksine trukket ut av mikrotubene ved hjelp av en plastspreyte (Bencton Dickinson
plastipak) med 0,5 mm kanyle (Henke Sass Wolf). Luftbobler i spraytene ble fijernet ved a
dunke forsiktig pa spreyten. Ved vaksinering ble fisken overfart til bedgvelseskar og bedgvet
ved bruk av 1 g Finquel dosert i 10 L vann. Kontrollfiskene ble vaksinert med PBS og overfart
til separate kar. Fisk ble tilfeldig tildelt vaksine med de to IPNV variantene, 10 fisk for hver
variant. Bedgvd fisk ble individuelt veid, malt, VIE-merket og manuelt vaksinert med en enkel
intraperitonal (i.p.) injeksjon med 0,1 ml vaksine, far de ble overfort tilbake i karet. VVaksinen
ble satt ventralt i midtlinjen, 10-20 mm anterior for bukfinnene. Sterile engangsnaler med 0,5
mm kanyle ble brukt for injeksjon. VIE-merket ble satt rett over gyet, bla-farge for VV-1244 og
gul for Vir410/18. Eventuelle andre bemerkninger ble notert.

Fire uker etter farste vaksinering, ble fisken immunisert med andre dose 0,1 ml vaksine, kun
inneholdende inaktivert virus, uten adjuvans. Det ble dosert 1 g Aqui-S i 250 L vann for a
berolige fisken far having til transportkar for & unnga skjelltap. Fisken ble bedgvd i 1 g Finquel
i 10 L vann. Fisk ble identifisert via tidligere satt VVIE-merke, og malt og veid far immunisering.
24 dager etter andre vaksinering, ble fisken immunisert med tredje og siste dose 0,1 ml vaksine,

inneholdende inaktivert virus og PBS (1:1).
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2.16.1 Prgveuttak av immunisert fisk.

To uker etter siste vaksinedose ble det gjort prgveuttak av den immuniserte fisken. Fisk ble
avlivet med et slag mot hodet. Fisken ble veid og malt, og identifisert ved hjelp av VIE-merket.
Blod for isolering av serum ble tatt ut ved bruk av 6 ml kanyle (Henke Sass Wolf) til 1 mL luer
slip syringe (Becton Dickinson SA). Blodet, tatt fra vena caudalis, ble overfert til 4 ml pravergr
uten antikoagulant (BD Vacutainer) og holdt pa is. Rgrene ble oppbevart i kjgleskap til blodet
hadde koagulert, og ble deretter sentrifugert i Allegra X-15R sentrifuge (Beckman coulter) pa
393 x g 1 10 min ved 4 °C. Serumet ble overfart til 1,5 ml eppendorf-rer (Axygen®) og
oppbevart ved -20 °C.

2.17 Oppdyrking og fryseterking av V-1244 og Vir410/18

Atte 75 cm? Nunc™ EasYFlask™ celleflaske med CHSE-214 celler (fire flasker for hver
virusvariant) ble smittet med de to IPNV-variantene, V-1244 og Vir410/18 ved ca. 80 %
monolag i bunnen av flaskene. Ved smitte ble dyrkningsmedium helt av og overflgdig verske
ble fjernet med glasspipette. 1 ml virussuspensjon og 1 ml smittemedium ble tilsatt flaskene.
Virus ble absorbert i 2 timer for det ble tilsatt 18 ml smittemedium og inkubert ved 15 °C. Etter
11 dager ble supernatanten ble hgstet og sentrifugert. Supernatanten ble overfgrt til 50 ml
cellstar rgr (Greiner Bio-One) og sentrifugert ved 2500 x g i 10 min. Supernatanten ble deretter
forsiktig overfart til nye 50 ml falkonrgr for & unnga fa med pelleten i bunn. Supernatanten ble
overfart til Ultraclear sentrifugerer (Beckman Coulter) og sentrifugert i Optima L-90K
Ultracentrifuge (Beckman coulter) i 2 timer ved 25000 x g pa 10 °C . Etter sentrifugering ble
supernatenten fjernet forsiktig med en vakuumpumpe for a unnga at pelleten i bunn skulle lgses
opp. Pelleten ble lgst opp i 0,5 ml DNase og RNase fritt vann i oppveide 50 ml falkonrgr og
oppbevart ved -80 °C. Ultrasentrifugert virus ble frysetarket ved bruk av en Laboratory freeze
dryer APHA 1-2 LDplus (CHRIST) pa 0,047 mbar i 24 timer.

2.18 Sonikering av virus

Ved sonikering tilfares lydenergi for a agitere partikler i en prave. Frysetarket virus ble sonikert
ved hjelp av Vibra-cell™ (Sonic). Ut ifra vekten av det fryseterkede viruset ble det beregnet
mengde PBS med 5mM EDTA (pH 7,3), for & fa konsentrasjon til 1 mg/ml. Virus ble satt til
sonikering i 3 min, 30 sek pa/30 sek av med amplifikasjon 30 %. Etter sonikering ble virusene
fortynnet til 1 mg/ml i PBS med 5mM EDTA (pH 7,3), og alikvotert i 1,5 ml eppendorf-rer
(Sigma-Aldrich) og oppbevart ved -20 °C.
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2.19 Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA)

Substrate

enzym
Horseradish peroxidase (HPR):

(enzym konjuert geit anti-kanin 1g)

Sekundeert antistoff:
(kanin anti-laks IgM)
Primaert antistoff:
anti-IPNV (serum) \ (/
Antigen

ELISA plate

Figur 10: En diagrammatisk beskrivelse av ELISA metoden. Figuren er laget i BioRender.com

ELISA er en serodiagnostisk metode som baserer seg pa spesifikk antistoff-antigen
interaksjoner for a kvantisere og detektere spesifikt antistoff eller antigen. Prinsippet med
ELISA er aimmobilisere antigen til en solid overflate og detektere det med et spesifikt antistoff.
Antigenet blir indirekte detektert med et sekundaert antistoff (et antispesifikt antistoff konjugat)
bundet til et reporter-enzym. Deteksjon oppnas ved a male aktiviteten til reporter-enzymet via

inkubering med riktig mengde substrat for a fa et malbart produkt (Fig. 10).

Serum fra Atlantisk laks immunisert med virus ble analysert med ELISA ved & bruke frysetarket
virus som antigen. For & finne optimal antigen konsentrasjon til videre ELISA, ble sonikerte
virus fortynnet til 50 pg/ml, 10 pg/ml, og 2 ug/ml i PBS, og 150 pl antigensuspensjon ble tilsatt
I en 96-brenns immunoplate (Nunc MaxiSorp™). Det ble ogsé brukt virussuspensjon som
antigen. Virussuspensjonen ble sentrifugert i Allegra X-15R centrifuge (Beckman coulter) pa
2500 x g i 10 min ved 4 °C og deretter filtrert i et 0,2 pl filter (Sarstedt). Brettene ble inkubert
ved 4 °C over natten. Dagen etter ble brgnnene vasket med 200 pl PBS-T tre ganger ved hjelp
av 405 LS microplate vasker (BioTek). Det ble deretter tilsatt 250 pl blokkeringslasning (3 %
(w/v) skummet melkepulver i PBS-T) til breannene med antigen, for platen ble inkubert i en
time ved romtemperatur. Lakseantiserum fortynnet 1:50 og 1:100 i PBS-T ble brukt som
primaert antistoff. 100 pl serum ble tilsatt tildelte branner far platen ble inkubert ved 15 °C over
natten. Brgnnene hvor PBS erstattet serum ble brukt som negativ kontroll/blank.
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Det sekundeere antistoffet som ble brukt var kanin anti-laks IgM fortynnet 1:2000 i PBS-T.
Brennene ble vasket tre ganger med 200 pl PBS-T far 50 ul av det sekundare antistoffet ble
tilsatt og platen ble inkubert i to timer ved romtemperatur. Etter inkubering ble brgnnene vasket
tre ganger med 200 ul PBS-T og 50 pl konjugat ble tilsatt. Konjugatet som ble brukt var
peroxidase konjugert geit anti-kanin Ig (Dako) fortynnet 1:2000 i PBS-T. OD ble lest av ved

492nm i Spectra Fluor microplate reader (Tecan).

Etter & ha funnet optimal antigenkonsentrasjon ble serum fra immunisert fisk fortynnet i en
tofolds fortynningsrekke (Fig. 11) og testet ved ELISA. Det var to paralleller for hver
fortynning (Fig. 12), og brgnner med serum fra uvaksinert kontrollfisk ble brukt som negativ

kontroll, i tillegg til brenner med PBS i stedet for serum.

250pL 250pL 250pL 250L 250pL 250pL 250pL 250L 250pL 250pL
20L
serum -ﬁ‘:‘ o= :‘ﬁ V‘ﬁ ‘ﬁ — f I-‘ﬁ — ﬁ
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N/ \ / \ / \ 7 \ / {7 \ / \ / \ 7 \ /
\/ \/ \/ \/ \ / \/ \/ \/
v V v V v V) V v V V
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Figur 11: Oppsett av fortynningsrekken av serum for ELISA. Figuren er laget i BioRender.com
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Figur 12: Bregnnoppsett for ELISA. Det er to paralleller for hvert fiskeserum. Oppsettet er vist
for kun fire fisk for bedre oversikt. Brgnnene med kun antigen brukes som negativ kontroll.
Figuren er laget i BioRender.com
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2.20 SDS-PAGE og Sglvfarging
Natriumdodecylsulfat polyakrylamid gel elektroforese (SDS-PAGE) er en metode for &

separere proteiner med molekylermasser mellom 5 og 250 kDa. Ved applikasjon av konstant
elektrisk felt vil proteinene migrere mot anoden, med ulik hastighet avhengig av massen. SDS
bryter bindingene slik at proteinene denaturer og blir stive polypeptidstaver som dekkes av
negativt ladede detergentmolekyler (UiO, 2011).

Frysetarket virus ble fraksjonert i en 12 % SDS-polyacrylamide gel ved a bruke en «Mini
protean tetra cell» (Bio-Rad). 100 mg/ml av hver virusvariant ble fortynnet 1:1 i en pragvebuffer
inneholdende 5 % B-metacaptoethanol (Sigma-Aldrich). «Unstained low range SDS-PAGE»
standard (Miow) (Bio-Rad) ble fortynnet 1:10 i pregvebuffer inneholdende 5 % B-
metacaptoethanol. Laks IgM-antigen fortynnet 1:29 i prgvebuffer inneholdende 5 % pB-
metacaptoethanol ble brukt som negativ kontroll for & teste at det sekundare antistoffet
fungerte. Prgvene fortynnet i prgvebuffer ble varmebehandlet ved 96 °C i 10 min. 10 pl
virusprgve og 10 pl Miow, sSamt 5 pl «Precision Plus Protein™ Standard» (Mwb) (Bio-Rad) og 2
pl laks IgM-antigen ble applisert til hver brgnn, og elektroforert ved 190V i 45 min. Etter protein
seperasjon ble proteinene fiksert i 20 min ved a bruke «Fixative Enchancer Solution» (Bio-Rad)
og vasket (2x10 min) i de-ionisert vann (milliQ vann). Proteinbandene ble visualisert ved a
bruke «Silver stain plus kit» (Bio-Rad) ihht. produsentens instruksjoner. Nar bandene ble
synlig, ble «Staining Solution» erstattet med 5 % eddiksyre for a stoppe fargereaksjonen, og
gelene ble visualisert i ChemiDoc XRS+ Imaging systems (Bio-Rad).

2.21 Western blot

Western blot er en metode for elektroforetisk overfagring av proteiner fra polyakrylamidgel til
nitrocellulose membran. De immobiliserte proteinene blir detektert ved bruk av antistoff.
Uspesifikk binding blir blokkert med overskudd av protein, og deretter blir et spesifikt antistoff
bundet, og et sekundert antistoff mot det farste antistoffet. Det sekundaere antistoffet er

konjugert til et fluorosens eller en peroksidase (Towbin et al., 1979).

Gelen fra SDS-PAGE og 0,2 um nitrocellulosemembran (Bio-Rad) ble fuktet i 1 x blottebuffer
i 30 min. Gelholder, svamper, filterpapir, nitrocellulosemembran og gel ble satt sammen som

vist i Fig. 13, og proteinene ble overfart fra gel til membranen ved elektroblotting (100V i 1
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time). Membranen ble fuktet i TBS og blokkert med 3 % skummet melk i en time pa forsiktig
risting. Etter blokkering ble membranen vasket to ganger i TTBS pa risting i 5 min. Tilsatt
lakseantiserum (fortynnet 1:50 i antistoffouffer) ble inkubert i 24 timer pa risting, og
membranen ble vasket to ganger med TTBS pa risting i 5 min. Det ble brukt kanin anti-laks
IgM (fortynnet 1:1000 i antistoffouffer) som sekundeert antistoff, siden det ikke finnes noe
kommersiell anti-laks konjugat. Det ble tilsatt monoklonalt \VVP2-antistoff fra mus (Dako) pa
ene blotten i stedet for sekundert antistoff, for & kontrollere at konjugatet fungerte. Etter
inkubering i to timer ble det tilsatt HPR-konjugert geit anti-kanin Ig (Dako), som ble fortynnet
1:2000 i antistoffbuffer og inkubert i 90 min. Clarity Western ECL substrat ble brukt for

visualisering av band pa membran i ChemiDoc XRS+ Imaging systems (Bio-Rad).

—— /27

= 1 Filterpapir
.
~Nitrocellulosemembran

e - Gel
.
] ? Filterpapir

I
I - Sy amp

Figur 13: Illustrasjon av rekkefalgen pa montering av Western blot sandwichen

Strom
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3.0 Resultat

3.1 Sekvensanalyse og fylogeni av VP2 fra ulike varianter av IPNV

For & se pa forskjeller pa nukleotid- og aminosyreniva ble VP2 fra V-1244 og Vir410/18
amplifisert opp med PCR og sekvensert. VP2 sekvensen er ca. 1558 bp. VV-1244 ble amplifisert
opp i ett langt PCR produkt (Fig. 14A). Det ble ikke produkt pa Vir410/18, sa nye primere ble
desginet og VP2 ble amplifisert opp i to kortere fragmenter, 5’ og 3° segment, Som overlappet
(Fig. 14B). VP2 segmentet til Vir410/18 ble delt ca. pa midten.

2000
2000
1500 1500
1000 1000
700 500
400 300
200 75

Figur 14: 1 % agarosegel av IPNV PCR-produkt. A) Brgnn 1: molekylvekt marker, brgnn 2:
V-1244, brgnn 3: Vir410/18. Pil peker pa PCR produkt renset fra gel. B) Brann 1: molekylvekt
markgr, brgnn 2: 5’ delen av Vir410/18, brgnn 3: 3’ delen av Vir410/18 sekvensen. Pil peker
pa PCR produkt renset fra gel.

VP2 sekvensene til VV-1244 og Vir410/18 ble sammenlignet pa aminosyreniva bade med
hverandre og mot andre isolater, og analysene viste flere forskjeller (Fig. 15). Det var flere
forskjeller pa aminosyreniva mellom V-1244 og Vir410/18 (Tabell 16). Det var forskjell ved
posisjon 247, hvor V-1244 hadde treonin, mens Vir410/18 hadde alanin. Pa posisjon 217 hadde
V-1244 treonin, mens Vir410/18 hadde prolin. Begge variantene hadde treonin pa posisjon 221
(Fig. 16).
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Figur 15: Aminosyresekvensen til VP2 til flere IPNV-varianter, med posisjon 217 og 221
markert.
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Tabell 16: Forskjellene i aminosyresekvens mellom sekvenserte V-1244 og Vir410/18

Isolat 217 245 247 248 252 255 257 278 282 285 321
T S T E \Y J D \Y N Y G
P G A R D T H A T H D

V-1244
Vir410/18

Figur 16: Strukturmodell av VP2 for IPNV V-1244 og Vir410/18. A) VP2 med aminosyrene
Thr217 og Thr221 hos V-1244 som «ball and stick». B) VP2 aminosyrene Pro217 og Thr221
hos Vir410/18 som «ball and stick».

Aminosyresekvensene fra BG1 til BG4 var identiske, mens BG5 og BG6 var forskjellig fra
disse. BG5 og BG6 hadde endret aminosyre fra glutamat (E) til aspartat (D) pa posisjon 47.
Den sekvenserte Vir410/18-varianten var identisk til BG1-BG4 pa aminosyreniva, men ikke pa
nukleotidniva (Tabell 17).

Tabell 17: Forskjeller pa nukleotidniva mellom Vir410/18 og BG1-BG4 fra (Hillestad et al.,
2021)

Isolat 261 267 360 414 465 723 1008 1065 1080 1290
BG1-BG4 A G G C A C T C G T
Vir4l0/18 G T T T G T C T C C
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Fylogenetiske analyser av VP2 grupperte Vir410/18 sammen med BG1-BG4 (Fig. 17). VV-1244
ble gruppert med S-IPNV/FS12-01 og Spl22. Sekvensen av V-1244 som ble gjort i
masteroppgaven, var ulik sekvensen som hadde blitt sekvensert pa Veterinarinstituttet, kalt V-
1244-SpG. V-1244-SpG hadde Ala221, mens V-1244 hadde Thr221 (Fig. 15). Dette til tross

for at den kun var passert en gang i CHSE-celler for det ble sendt over.
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Figur 17: Maximum likelihood viser det fylogenetiske forholdet mellom VP2 aminosyredata fra
forskjellige IPNV-varianter. «Accession ID» til sekvensene er presentert i Figur 15.
Prosentandelen der de tilknyttede taxaene samler seg vises pa siden av grenene. Det ble brukt
Neighbor-join og BioNJ-algoritmer til en matrise med parvise avstander estimert ved bruk av
JTT-modellen. Denne analysen involverte 17 aminosyresekvenser. Det var totalt 442 stillinger
I det endelige datasettet.
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3.2 Cytopatogen effekt av VV-1244 og Vir410/18
CPE ble studert ved & bruke et omvendt mikroskop over en tidsperiode pa 10 dager (Fig. 18).

Figur 18: Bilder av CHSE-214 celler tatt med 20x objektiv. A: Far smitte. B) Tilsatt PBS som
negativ kontroll 3 dager etter smitte. Tilsatt supernatant fra CHSE-celler som negativ kontroll
C) 3 dager etter smitte og D) 10 dager etter smitte.

I kontrollbrgnnene som ble tilsatt PBS eller supernatant fra CHSE-celler i stedet for
virussupernatant, ble cellelaget tetter i lgpet av tidsperioden (Fig. 18B-D). Etter ca. en uke,
begynte cellene i kontrollbrgnnene & bli degradert og frynsete pd grunn av mangel pa
naringsstoffer. | flaskene tilsatt \V/-1244 ble det observert en gradvis gkning av omrader med
antydning til plakk i tillegg til omrader med degraderte celler og/eller fraveer av celler (Fig. 19).
Det ble observert tendenser til cytopatogen effekt fra dag tre og ble mer tydelig lengre inn i
forsgket. Ved dag 10 dominerte plaque cellekulturen, og det var fa celler igjen i cellekulturen.
Vir410/18 gav raskere tendenser til cytopatogen effekt, men det jevnet seg ut noen dager inn i
forsgket (Fig. 20).
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Figur 19: Bilder av CHSE-celler ved ulike tidspunkt etter smitte med V-1244 tatt med 20x
objektiv. A) etter 3 dager, B) etter 5 dager, C) etter 6 dager, D) etter 10 dager

Figur 20: Bilder av CHSE-celler ved ulike tidspunkt etter smitte med Vir410/18 tatt med
20x objektiv. A) etter 3 dager, B) etter 5 dager, C) etter 6 dager, D) etter 10 dager
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Virus ble titrert ved en standard fortynnings sluttpunktmetode, TCIDso som beskrevet i
metodedelen. TCIDso representerer dosen som gir cytopatiske endringer til 50 % av den
inokulerte kulturen (Tabell 18).

Tabell 18: Andel av brgnner med tydelig plaque av hver fortynning

% Infiserte brgnner 10" 10 107 108 10° 1010
V-1244 100% 100% 67 % 50 % - -
Vir410/18 100% 100% 83,3% 50% - -

Etter utregning ble det gitt at TCIDso var 108 for bade Vir410/18 og V-1244.

3.3 Inaktivering av virus

I brannene med ubehandlet virus sa man at cellene fort ble degraderte og det ble synlig CPE
(Fig. 21D-E). Brennene med formalinaktiverte virus fikk ingen synlig CPE, og de
formalininaktiverte virusene ble brukt til immunisering av laks (Fig. 21A-B).

Figur 21: Bilder av CHSE-celler. A) formalinbehandlet Vir410/18, B) formalinbehandlet V-
1244, C) CHSE-celler med kun smittemedium, D) ubehandlet Vir410/18, E) ubehandlet V-1244,
F) CHSE-celler kun tilsatt formalin
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3.4 Immunisering av laks

Atlantisk laks ble vaksinert med tre doser av inaktivert virus og det var ikke forskjell i vekst
mellom fiskene vaksinert med V-1244 og Vir410/18 (Tabell 19). Det var ingen dadelighet i
lgpet av vaksineringsperioden, og fa bemerkninger. For enkelte fisk var det observert noe
skjelltap og finneslitasje. Det ble tappet ca. 6 ml blod fra hver fisk.

Tabell 19: Oversikt over vekt og lengde ved de 3 vaksineringsrundene for hvert isolat

Prosedyre Isolat Gjennomsnitt Standard Gjennomsnitt Standard
vekt (g) avvik lengde (cm) avvik
1. V-1244 183,1 25,27 24,28 0,087
Vaksinering | Vir410/18 187,8 14,80 23,63 0,80
2. V-1244 237,6 35,98 26,27 1,04
Vaksinering | Vir410/18  228,5 16,62 26,13 0,56
3. V-1244 323,0 54,81 28,33 1,31
Vaksinering | Vir410/18 319,90 39,82 27,70 1,05

3.5 Optimalisering av antigenkonsentrasjon for ELISA

For & kvantitativt male mengde spesifikke antistoffer etter immunsering med formalininaktivert
vaksine, ble det beregnet mengde antigenkonsentrasjon for optimal deteksjon. OD ble avlest pa
492 nm. | brgnnene hvor det ble brukt serum fra den ikke-immuniserte kontrollfisken var det
lavere absorpsjonsnivaer i forhold til brgnnene med serum fra immunisert fisk (Fig. 22). | de
negative kontrollbrgnnene var det hgyere absorpsjonsnivaer ved bruk av virussuspensjon som
antigen i forhold til frysetarkede virus (Fig. 22E-F). Absorpsjonsnivaene var relativt like ved
bruk av virussuspensjon og frysetarket virus som antigen i de andre gruppene (Fig. 22A-D).
Det ble malt hgyere absorpsjonsnivaer ved bruk av serum fra V-1244-immunisert fisk, bade
ved fortynning 1:50 og 1:100, i forhold til serum fra Vir410/18-immunisert fisk. Den optimale
antigenfortynningen som ble brukt for a detektere spesifikke antistoff ble malt til 10 pg/ml.
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Figur 22: Viser absorbans av ELISA ved ulike konsentrasjon av antigen, bade med frysetarket
virus som antigen (malt i pg), og med filtrert virussuspensjon (1:1, 1:5, 1:25).
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3.6 Deteksjon av spesifikke antistoffer med ELISA

Tilstedeveaerelse av antigen-spesifikke antistoffer to uker etter tredje immunsering ble analysert
med ELISA. Resultatene er beskrevet i en kurve med dose-respons forhold, hvor absorpsjonen
er satt opp mot fortynningsrekken (dose) (Fig. 23 og 24). Nivaene av antigen-antistoff
reaktivitet var forskjellig mellom gruppene, og det var ogsa store individuelle forskjeller innad
i gruppene, noen fisk hadde hgy respons, mens andre hadde lav respons. Ut i fra kurvene ble

det fastsatt at 1:50 fortynningen var den mest optimale.
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Figur 23: Viser gjennomsnittlig antistoff-fortynningskurve for en V-1244-immunisert fisk, mot
en kontrollfisk.
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Figur 24: Viser gjennomsnittlig antistoff-fortynningskurve for en Vir410/18-immunisert fisk,
mot en kontrollfisk.
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Det ble vist at det var en signifikant forskjell mellom serum fra immunisert fisk og serumet fra
kontrollfisken (Fig. 25). Nivaene av antistoff, malt med ELISA var signifikant hgyere i
immunisert fisk sammenlignet med kontrollene. For statistiske analyser av ELISA data, ble en
two-tailed unpaired t-test utfgrt i Graf-Pad Prism 5. Resultatene ble regnet som signifikat ved
P < 0,05. I prism 5, ** P<0,005, ***P<0,005.
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Figur 25: viser sammenligning av spesifikke antistoffnivaer mellom gruppene i
1:50 fortynningen av ELISA. **P < 0,005, *** p<0,0005
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3.7 Sglvfaring og Western blot

Proteinprofilen til V-1244 og Vir410/18 ble visualisert med sglvfaring for a8 sammenlignes (Fig.
26). IPNV har fem proteiner, VP1 (90 kDa), VP2 (54 kDa), VP3 (31 kDa), VP4 (29 kDa) og
VP5 (17 kDa), hvorav pVP2 (62 kDa), VP3 og VP4 utgjer polyproteinet pa 106 kDa.

97,4 kDa
66,2 kDa

45 kDa

31 kDa

21,5 kDa

14,4 kDa

Figur 26: Sglvfarget SDS-PAGE viser proteinprofil til V-1244 og Vir410/18. Brgnn 1 er
molekylvektstandarden «SDS-PAGE low range standard». Brgnn 2: V-1244, brgnn 3:
Vir410/18.
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For & undersgke hvilke virusproteiner serumet fra immunisert fisk reagerte med, ble det utfert
Western blot. Det ble ikke observert synlige band etter inkubering med serumprgvene fra
immunisert fisk (Fig. 27D-F). Det monoklonale VVP2-antistoffet gav synlige band pa V-1244,
men ikke pa Vir410/18 (Fig. 27B). Laks IgM-antigen ble lagt til som kontroll, og det ble vist at
det sekundaere antistoffet, kanin anti-laks, fungerte (Fig. 27C).

Figur 27: Resultat av immunblot og sglvfarging av SDS-PAGE. Bregnn 1 er
molekylvektstandarden «Presision protein kaleidoscope». Brenn 2: V-1244 antigen, brenn 3:
Vir410/18 antigen. A) Sglvfarging etter SDS-PAGE, viser sammenligning av proteinprofil til
V-1244 og Vir410/18. Brgnn 1* er «Unstained low range SDS-PAGE» standard. B)
Immunoblot med VP2 antistoff fra mus. C) Immunblot med laks IgM som antigen. D) Immunblot
med serum fra kontroll fisk. E) Immunoblot med serum fra V-1244-immunisert fisk. F)
Immunblot med serum fra Vir410/18-immunisert fisk.
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3.8 Analyse av isolert RNA
For & kontrollere at det DNase behandlede RNAet var av god kvalitet ble RNA fra alle pravene

analysert pa en 2 % agarosegel. God kvalitet pa RNA vises som to band i agarosegelen (Fig.
28).
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Figur 28: Agarosegel av DNase behandlet RNA fra V-1244 og Vir410/18 smittede leukocytter.
| farste brann vises molekylvektstandard (Mw) 1kb+. A) Prgver fra 4 timer etter smitte i brgnn,

B) Prave fra 4 timer (brgnn 10, 14 og 17) og 24 timer etter smitte. C) Prgver fra 24 timer etter
smitte.

3.9 Nukleinsyre gel elektroforese for validering av SYBR-green assays

For & kontrollere at qRT-PCR produktene til referansegenet RPS20 og malgenene/cytokinene
var av god kvalitet og riktig starrelse ble produktet analysert pa 2 % agarosegel etter qRT-PCR
av samtlige SYBR-green assay. qRT-PCR produktene hadde forventet starrelse (Fig. 29 og 30)
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Figur 29: Agarosegel av PCR produkt fra IPNV-smittede leukocytter. Fgrste brgnn er
molekylvektstandard kb+. 1) PNV (114bp), 2) RPS (122bp), 3) EF-1a (59bp), 4) f-actin
(91bp), 5) IL-6 (80bp), 6) IL-15 (84bp), 7) TNF-al (134bp), 8) TNF-a2 (77bp), 9) IFNa
(104bp), 10) IFNb (75bp)
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Figur 30: Aagarosegel av PCR produkt fra IPNV-smittede leukocytter. Farste brenn er
molekylvektstandard kb+. 1) IFNc (118), 2) IFNd, 3) IL-12 b1 (104bp), 4) IL-12 b2 (81bp),
5) IL-12 ¢ (120bp)

3.10 Immunrespons i HKL smittet med de to IPNV variantene

For & fa informasjon om produserte cytokiner og interferoner fra de ulike tidsuttakene og fra de
ulike virusgruppene ble det utfert gRT-PCR for relativ kvantifiserering av cytokiner og
interferoner (Fig. 31). Alle malingene ble normalisert mot RPS20. Kontroll ble satt til 1. Som
forventet var kontrollgruppene for 4 timer og 24 timer relativt like. For flere av gruppene fra 4
timer og 24 timer ble det en signifikant forskjell. Av interferonene ble IFNa, IFNb og IFNc
hayest oppregulert ved smitte med Vir410/18 etter 4 timer (Fig. 31C-E). V-1244 viste lave
nivaene av IFNa, IFNb og IFNc bade ved 4 og 24 timer etter smitte (Fig. 31C-E). IFNd viste
en oppregulering etter 24 timer for alle gruppene (V-1244, Vir410/18 og kontroll) (Fig. 31F).
Av interleukinene ble det hagyest nivaer av IL6 hos Vir410/18 etter 4 timer, som ble nedregulert
etter 24 timer (Fig. 31G). IL-1B ble noe oppregulert etter 24 timer i forhold til 4 timer for
Vir410/18, mens V-1244 ble i noe hgyere grad oppregulert (Fig. 31H). For statistiske analyser
av qPCR data, ble en two-tailed unpaired t-test utfart i Graf-Pad Prism 5. Resultatene ble regnet
som signifikat ved P < 0,05. | prism 5, * P<0,05, **P<0,005 (Tabell 20).
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Figur 31: Immun-relatert genuttrykk i leukocytter smittet in vitro med to varianter av IPNV.
Uttrykking av genene ble evaluert med gPCR etter 4 og 24 timer etter smitte. «Mean normalized
expression» er vist, og de uttrykte genene ble normalisert mot RPS20. Statistisk signifikans:
*p < 0,05, **p < 0,005.
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Tabell 20: «Two-tailed unpaired t-test» utfgrt i Graf-Pad Prism 5 for immunrespons etter in
vitro virussmitte i leukocytter. Resultatene ble regnet som signifikat ved P < 0,05. Statistisk

signifikans: * P<0,05, **P<0,005.

Gen Betingelse 1 Betingelse 2 P-verdi Signifikans
TNF-al V-1244 4t V-1244 24t 0,0110 *
TNF-al Kontroll 24t V-1244 24t 0,0159 *
IFNa V-1244 4t V-1244 24t 0,0020 fala
IFNa Vir410/18 24t V-1244 24t 0,0390 *
IFNb V-1244 4t V-1244 24t 0,0028 wx
IFNc V-1244 4t V-1244 24t 0,0431 *
IFNd Kontroll 4t Kontroll 24t 0,0070 **
IFNd Vir410/18 4t Vir410/18 24t 0,0025 ol
IFNd V-1244 4t V-1244 24t 0,0030 wx
IL-6 Vir410/18 4t Vir410/18 24t 0,0346 *
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4.0 Diskusjon

IPNV har historisk veert et stort problem i oppdrettsnaringen i Norge. Fisk som overlever
sykdom kan utvikle en persistent infeksjon, og bli livslange smittebaerere (Dopazo, 2020). Det
kan virke som de spesifikke antistoffene ikke er tilstrekkelig for a fullstendig fjerne virus fra
fisken. Dette kan ha bakgrunn i virusets evne til & gjemme seg og replikere i lave nivaer inni
fiskens leukocytter og dermed unnslippe fiskens immunresponser (Dopazo, 2020). Funnet av
en spesifikk genmarker gjorde det mulig a avle frem IPN-resistent laks og har veert viktig i
bekjempelse av sykdommen (@rpetveit & Borng, 2022). Nylig er det vist at en ny variant av
viruset kan gi sykdom hos IPN-resistent fisk, IPN QTL-laks (Hillestad et al., 2021; @rpetveit,
2020). IPN oppleves som et gkende problem i 2021, og er rangert blant de viktigste tiltakende
problemene i settefiskfasen i fglge Fiskehelserapporten 2022 (Q@rpetveit & Borng, 2022).
Sykdommen er et gkende problem i form av dgdelighet, redusert tilvekst og noe redusert velferd
(Drpetveit & Borng, 2022). Dette kan fare til store gkonomiske og velferdsmessige
konsekvenser. Dette studiet viser at de to IPNV-variantene er forskjellige bade pa nukleotid-
0g aminosyreniva, og in vitro stimuleringsforsgket viste at de to IPNV variantene fremkalte
ulike immunresponser i HKL. Dette kan veere med pa a forklare hvorfor den endrede varianten,

Vir410/18 kan gi sykdom hos IPN-resistens laks, mens den andre, VV-1244 ikke gir sykdom.

4.1 Sekvensering av VP2 proteinet hos IPNV-variantene

Aquabirnavirus har stor diverstet, og IPNV eksisterer som en kvasis-art (quasispecies), det vil
si at i hver enkel stamme er det et stort utvalg av varianter som kan sameksistere. Dette gjar
IPNV veldig tilpassningsdyktig til nye miljg og omgivelser (Munang'andu et al., 2013). Viruset
spres via blodet i viremisk fase, som gir en rask distribusjon av IPNV til de fleste organene i
fisken, inkludet nyre, milt, pankreas, lever, hjerte og hjerne, samt hud, tarm og gonader
(Dopazo, 2020). Det er mange faktorer som spiller inn i virusets evne til a gi infeksjon.
Utvikling av sykdom pavirkes av fiskens alder, fysiologiske tilstand, og genetiske karakteristikk
(Dopazo, 2020). Evnen verten har til & beskytte seg mot virusinvasjon og proliferasjon,
immunresponsen, avhenger i stor grad av fiskens fysiologiske tilstand. Stress er en risikofaktor
som kan fare til svekkede forsvarsbarrierer og pavirke utvikling av sykdom (Gadan et al., 2013).
A forsta den varierende mottakeligheten av sykdom pé individniva er mer relatert til genetikk,
og det har blitt demonstrert at ulike linjer av fisk av samme art, med samme alder og under
samme forhold kan respondere ulikt til infeksjon med samme virusstamme. Dette er knyttet til

et QTL pa kromosom 26 (Houston et al., 2008; Moen et al., 2009). Det er mutasjoner epitel
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cadherin genet (cdh1) som er arsak til den genetiske variasjonen for resistens, og det gunstige
allelet vil ha dominerende effekt (Moen et al., 2015). Mutasjoner i virusets genom kan medfare
aminosyresubstitusjoner som gjgr at genmarkaren blir mindre effektiv for IPN-resistens. Dette

kan pavirke interaksjonen mellom cadherin og VP2.

De to IPNV isolatene ble sekvensert for a undersgke forskjeller pa nukleotid- og aminosyreniva.
VP2 sekvensen til V-1244, men ikke Vir410/18, ble amplifisert opp som ett produkt i PCR. For
a sekvensere Vir410/18, ble primere designet for & amplifisere opp to kortere fragmenter. Det
er enklere a fa flere sma produkter i forhold til et stort langt fullstendig. Aminosyrene i posisjon
217 og 221 til VP2 proteinet har veert viktige virulens-determinanter og endringer i disse har
veert med pa a forklare endring i virulens (Santi et al., 2004). Virus med RNA genom har
generelt hgyere mutasjonsrater sammenlignet med DNA virus, fordi RNA polymeraser mangler
«proofreading»-egenskapen til DNA polymeraser (Julin et al., 2013). De to isolatene fra
Veterinarinstituttet, VV-1244 og Vir410/18, hadde samme aminosyre pa posisjon 221, treonin,
men de hadde ulik aminosyre pa posisjon 217, V-1244 med Thr217, og Vir410/18 med Pro217.
Song et al. (2005) har definert at hgyvirulente isolater har aminosyrene Thr217 og Ala221,
mens moderate til lav-virulente stammer har Pro217 og Ala221. Stammer som har Thr221 er
lav-virulente til avirulente uavhengig av aminosyren pa posisjon 217. Da Veterinarinstituttet
sekvenserte VV-1244 (kalt VV-1244-SpG i fylogenetisk analyse), hadde viruset alanin pa posisjon
221. Da V-1244 ble sekvensert i denne studien hadde den treonin pa posisjon 221, og det antas
a ha skjedd en aminosyresubstitusjon. Dette er ikke helt uventet da det tidligere er vist at IPNV
kan fa endret aminosyre etter gjentatte passasjer i CHSE-celler. Tidligere studier har vist at
IPNV isolater har tendens til & miste virulens etter passasje i cellekultur, og at det er
aminosyresubstitusjonen Ala221 til Thr221 som forarsaker endringen (Song et al., 2005). De
celletilpassede virusene replikerer mye raskere og produserer stgrre plaque i CHSE-celler. Santi
et al (2004) har foreslatt at alanin til treonin substitusjonen ved posisjon 221 er en molekyleer
determinant for a etablere en vedvarende IPN infeksjon.

Av de to isolatene brukt i studien var det kun VV-1244-SpG som hadde de hgyvirulente motivene
definert av Song et al. (2005). Bade V-1244 og Vir410/18 ble vist & ha Thr221, som tilsvarer
nesten avirulente stammer. Det er mulig at Vir410/18 har fatt mutasjonsendring som medfarer
at den blir mindre virulent, men med det lettere kan unnga a aktivere fiskens immunforsvar, og

dermed gi sykdom ogsa hos IPN-resistent laks. Det at VV-1244 som ble gjort i denne studien
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ikke var identisk til V-1244-SpG, til tross for at den kun var passert en gang i cellekultur for
den ble sekvensert igjen, kan indikere at V-1244-SpG er en ancestrial form av V-1244
(Hillestad et al., 2021).

4.2 Immunisering og dannelse av spesifikke antistoffer

Atlantisk laks ble immunisert med de to formalininaktivert variantene av IPNV tre ganger, og
antiserum ble samlet inn to uker etter tredje immunisering. ELISA resultatene viste at
immunisering av Atlantisk laks gav statistisk signifikante gkte nivaer av spesifikke antistoffer
sammenlignet med den ikke-immuniserte kontrollfisken. Nivaene av spesifikke antistoffer
varierte mellom individer og mellom gruppene. Det er flere faktorer som kan pavirke
antistoffresponsen i fisk, som antigenkonsentrasjon, hvilken type antigen, adjuvanser,
immunseringsadministrasjon, sterrelse og alder pa fisken, genetiske forskjeller, boosterdoser
og vanntemperatur (Morrison & Nowak, 2002). | en lignende studie gjort av Taksdal et al.
(1998) ble postsmolt (ca. 50-60 g) smittet med homogenisert yngel med IPN. De utfarte ogsa
ELISA for a studiere dannelsen av plasma antistoffer mot IPNV. Det ble det kun funnet
antistoffer i en fatall av plasmaprgvene fra IPNV smittet fisk. Det ble ikke funnet antistoffer i
kohabitanter i deres studie. En forklaring til de lave antistoffnivaene kan vaere at nivaene var
under deteksjonsrensen til assay eller at immunresponsen etter naturlig primer infeksjon var
svak eller hovedsakelig celluleer (Taksdal et al., 1998). Bootland et al. (1991) viste at immersjon
av bekkergye-yngel i IPNV bare fremkalte en svak humoral adaptiv immunrespons i
overlevende fisk, sammenlignet med det som var funnet etter injeksjon av IPNV i yngel da de

testet for ngytraliserende antistoffer.

Bruk av adjuvans med antigen er vist & gi signifikant overlegen antistoffrespons i fisk.
Oljeadjuvanser er de mest effektive ved i.p. injeksjon. I.p. injeksjon av antigen vil fremkalle en
antistoffrespons med stgrre omfang og varighet i forhold til immersjonsvaksinering eller oral
vaksinering. I noen tilfeller kan intraperitoneal injeksjon veere den eneste mate a fremkalle
beskyttelse (Morrison & Nowak, 2002). Flere immuniseringer (boosterdoser) kan bidra positivt
til produksjonen av spesifikke antistoffer, med andre og tredje immunsering produseres
spesifikke antistoffer med bedre kvalitet og kvantitet. Med virus er det viktig med
antigenpresentasjon pa MHC klasse 1, noe som ikke fas ved vaksinering med inaktivert virus.
Noe av svakheten med en slik vaksine er dermed at man ikke far aktivert cytosolisk pathway.

For a bekjempe virusinfeksjoner er det ofte ngdvendig med dannelse av cytotoksiske T-celler.
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4.3 Deteksjon av IPNV immunogen ved bruk av Western blot

Western blot analysene viste at serumet ikke var reaktivt mot noen av proteinene, verken i V-
1244 eller Vir410/18. | falge resultatene fra ELISA, resulterte immunisering med V-1244 og
Vir410/18 med antistoffrespons. For a teste at det ikke var noe feil med det sekundzre
antistoffet brukt, kanin anti-laks IgM, ble det brukt et laks IgM som antigen. Det ble observert
band for IgM ved bruk at kanin anti-laks, som tilsier at det sekundare antistoffet fungerte slik
det skulle. For a sikre at det faktisk var virus i de frysetgrkede virusprgvene, ble det benyttet et
monoklonalt VVP2- antistoff. Det ble observert band med tilsvarende stgrrelse som VP2 i V-
1244 prgven, men ikke pa Vir410/18. Det er mulig at endringene hos Vir410/18 er sa betydelig
at det monoklonale antistoffet ikke lenger gjenkjenner og binder til Vir410/18, og det kan veere
med & forklare hvorfor Vir410/18 gir sykdom hos IPN QTL-laks, mens VV-1244 ikke gjar det.
Det er mulig andelen av spesifikke antistoffer er sa lav at det ikke gav noe resultat pa blotten.

Spesifikke antistoffer utgjer bare en mindre andel av total IgM (Renneseth et al., 2015).

4.4 Virus IFN-antagonisme og og regulering av innat immunrespons

Immunsystemets evne til & bekjempe infeksjon pavirker virusets virulens. Den innate
immunresponsen ble malt i hodenyreleukocytter. Atlantisk laks har mange type | interferoner
(Robertsen, 2020) og det er vist i tidligere studier at flere av disse er involvert i antiviral
immunitet bade i cellelinjer, leukocytter og ved in vivo smitte. Av de foldede verdiene ser man
at det er stor variasjon i oppregulering og nedregulering av genuttrykk for de ulike genene. For
Vir410/18 var det stor oppregulering sarlig de 4 fgrste timene etter smitte, men som ser ut til &
falle etter rundt 24 timer. Dette gjaldt for IL-6, TNF-a2, IFNa, IFNb og IFNc. Det man sa var
at genuttrykket gkte signfikant etter 24 timer for IFNd. Tidligere er det vist at IFNa har betydelig
antiviral aktivitet, mens den antivirale aktiviteten til IFNd ikke har blitt vist i salmonider

(Svingerud et al., 2012). TNF-al og IL-1B fikk ogsa oppregulert genuttrykk etter 24 timer.

For V-1244 tok det lengre tid for a fa et gkt genuttrykk, som sa ut til a vokse etter 24 timer til
sammenligning med Vir410/18. Det ble en signifikant gkning fra 4 til 24 timer for TNF-al,
TNF-02 og IFNd. For IL6 var det hgyest genuttrykk etter 4 timer, som falt etter 24 timer. For
IFNa, IFNb og IFNc ble det bare litt oppregulert fra 4 til 24 timer.
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Verdiene for kontrollene holdt seg stabil etter bade 4 og 24 timer som forventet, utenom hos
IFNd. Hos IFNd var det lave verdier etter 4 timer, men som fikk en signifikant gkning etter 24

timer.

Det er kjent at IFN er essensiell for induksjon av antiviral aktivitet i celler. beDe
proinflammatoriske cytokinene ved viral infeksjon er imidlertid ogsa viktig. | en studie gjort av
Nerbgvik et al. (2017) hvor de smittet TO-celler in vitro med IPNV, var dere flere cytokiner
som ble oppregulert, blant annet TNF-02, IL-1p og IL-6. TNF-al var veldig oppregulert, enda
mer indusert enn IFNa. Det samme gjald i dette forsgket hvor TNF-al ble signfikant
oppregulert for V-1244. TNF-a blir uttrykt tidlig i infeksjonsfasen hos fisk, og har en viktig
rolle i & regulere betennelse (Nerbgvik et al., 2017). IL-1pB er produsert av en rekke celletyper
etter aktivering av PRRer via PAMPer (Nerbgvik et al., 2017). IL-1p transkripter har vist a bli
konstitutivt uttrykkt i hodenyren i fisk uten behandling og kan veere fordrsaket av
miljgmikroorganismer som fisken stgter pa, men som ikke gir sykdom (Reyes-Cerpa et al.,
2012). Det er vist at viral i.p. injeksjon gir oppregulerte nivaer av IL-1B i hodenyren (Reyes-
Cerpacetal., 2012). | hodenyren er det mange makrofager som kan produsere store mengder IL-
1B. IL-1P er et essensielt proinflammatorisk cytokin som induserer endotelial aktivering for
rekruttering av immunokompetente celler fra sirkulasjonen i infisert eller skadet vev (Reyes-
Cerpa et al., 2012). Verken TNF-02 eller IL-1p ble signfikant oppregulert for noen av
virusvariantene i denne studien, men IL-6 ble signfikant oppregulert for Vir410/18. IL-6 er
kjent for & stimulere immunresponsen (Nerbgvik et al., 2017) og er viktig for
immunoglobulinproduksjon, monocytt- og lymfocytt differensiering og leukocyttmigrasjon
(Hirano, 1998). | IPN-mottakelige laksefamilier er det vist at genutrykket til flere cytokiner og
interferoner blir raskt oppregulert og deretter blir nedregulert, mens i IPN-resistente fenotyper
blir uttrykking av gener litt oppregulert og bli bevart (Reyes-Lo6pez et al., 2015).

Tidligere studier har vist at lakse IFNa og IFNc har lignende antiviral aktivitet mot IPNV, hvor
det har blitt indusert antivirale gener som ISG15 og MX i CHSE-214 celler (Svingerud et al.,
2012). IFNDb har ogsa antiviral aktivitet, men den maksimale beskyttelsen oppnadd var lavere
enn ved IFNa og IFNc (Svingerud et al., 2012). Binding til andre reseptorer eller forskjeller i
interaksjoner med samme reseptor kan forklare hvorfor IFNb har mindre antiviral aktivitet in
vitro sammenlignet med IFNa og IFNc. | motsetning til de andre IFNene har ikke IFNd vist
noen antiviral respons i CHSE-celler, som tilsier at lakse IFNd enten mangler antiviral aktivitet

eller at bare visse celler har IFNd-reseptorer (Svingerud et al., 2012). Dette samsvarer med
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resultatet i denne studien i leukocytter, da bade kontrollgruppen og IPN-variantene fikk
oppregulert IFNd. Siden kontrollgruppen ogsa fikk signifikant oppregulert IFNd er det mulig
at virussmitte ikke pavirker uttrykking av IFNd. IFNa viste lavere immunrespons enn forventet.
Flere studier har vist signifikant oppregulering av IFNa etter in vitro smitte med IPNV i TO-
celler (Nerbgvik et al., 2017; Solheim, 2015). TO-celler er en cellelinje derivert fra atlantisk
laks hodenyre leukocytter (Wergeland & Jakobsen, 2001). Det var derfor forventet at IFNa ville
bli hayere oppregulert i HKL etter in vitro smitte med IPNV.

Forskjellene i immunrespons mellom V-1244 og Vir410/18 kan vare med pa a forklare hvorfor
den ene varianten gir sykdom hos QTL-laks, mens den andre varianten ikke gjer det. Det kan
se ut til at viruset far nedregulert immunresponsen for flere interferoner, og dette kan vaere med
pa a hindre at verten far bekjempet infeksjonen, og viruset unngar immunsystemet. Det er
interessant at det er IFNb og IFNc som blir kraftigst oppregulert hos Vir410/18 etter 4 timer,
nar det blir lite uttrykt bade etter 4 timer og 24 timer hos VV-1244. Szrlig er det interessant a se
at IFNDb, som tidligere har vist & ha mindre antiviral aktivitet in vitro sammenlignet med IFNa

og IFNc uttrykkes sapass mye hos Vir410/18.

IFN-systemet antas a spille en viktig rolle i farste forsvarslinje mot virusinfeksjoner, og in vitro
studier har demostrert at IPNV replikasjon i cellekulturer er effektivt hemmet av lakse IFN-al
(Robertsen et al., 2003). Som i artikkelen til Skjesol et al. (2011) ble IFNc nedregulert, men for
Vir410/18 ble den farst oppregulert veldig etter 4 timer, for sa a bli nedregulert. IFNc er foreslatt
til & ha seperat regulering i forhold til IFNa og IFNb, og kan bli produsert av andre
cellepopulasjoner enn IFNal. I deres studie ble ikke IFNb detektert eller viste konsekvent lave
uttrykningsnivaer. Det samme gjald for V-1244 i denne studien, men ikke for Vir410/18 som
uttrykte hgye nivaer etter 4 timer, men som var nedregulert etter 24 timer. Skjesol et al. (2011)
sin data tilsier at IPNV-kodende proteiner kan vere involvert i a svekke IFN signaliseringen.
Hgye nivaer av virale proteiner kan svekke aktiviteten til IFN-induserte gener, og dermed gi
hayere replikasjonsrate, og forarsake mer potent IFN-antagoniserende effekt av Vir410/18. Det
kan se ut til at leukocyttene farst oppregulerer interferonresponsen mot Vir410/18, men at
Vir410/18 har noen mekanismer for a svekke aktiviteten av de IFN-induserte genene. Dette kan
gjere at den unngar videre aktivering avimmunsystemet. Nar man tolker resultater fra levende-
patogen forsgk, er det viktig a tenke pa kompleksiteten til slike studier, det er ikke alltid lett &
si om en observert respons er en strategi fra viruset for sin egen fordel, eller en respons fra

verten for & kontrollere viruset (Skjesol et al., 2011).
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Lakse-IFNb gener er sterkere indusert av TLR7 ligand S-27609 enn av poly I:C, som er et
ligand for MDAS og TLR3 hos fisk (Sun et al., 2009). Det motsatte har blitt observert for lakse-
IFNal/IFNa2 gener, som blir sterkere indusert av poly I:C. Lakse-IFNal/IFNa2 gener ble sterkt
oppregulert av poly I:C, men svakt oppregulert av S-27609. Dette tilsier at IFNb gener
hovedsakelig er indusert gjennom RIG-1/MDADS signalveien. TLR22 har vist & vaere en dsRNA
reseptor unik for fisk, som viser at fisk kan ha andre signalveier for virusgjenkjenning enn
pattedyr. IFNc gener har vist uttrykksmanstre forskijellig fra bade IFNa og IFNb, og var sensitiv
for bade poly I:C og S-27609 (Sun et al., 2009). Funnene om at IFNa, IFNb og IFNc viste ulike
uttrykksmgnstre er i overenstemmelse med store forskjeller i promotorregioner. Bade IFNal og
IFNa2 promotere har et NFKB sete flankert av to IRF-bindingsseter, som stemmer med
induksjon av poly I:C gjennom MDAGS eller TLR3. | motsetning har verken IFNb, IFNc eller
IFNa3 gener NFkB motiver i deres promoter regioner som indikerer at transkripsjonell
aktivering av disse genene skjer gjennom andre signalveier enn RIG-1/MDAS5 eller TLR3 (Sun
et al., 2009). IFNal og IFNc er begge uttrykt i hodenyren, og er indusert av poly I:C. IFNal
har vist & gi beskyttelse mot IPNV i salmonide celler (Skjesol et al., 2011). Makrofager fra
atlantisk laks stimulert med poly I:C produserer type | IFN-lignende aktivitet, som hemmer
replikasjon av IPNV, og induserer Mx-protein i salmonide cellelinjer. IFN-gener ble indusert i
levende fisk ved stimuli av dsRNA poly I:C, som er en kjent induserer av type | IFN (Robertsen
et al., 2003).

Ses resultatene fra sekvensering og gPCR i sammenheng, kan det se ut til at Vir410/18 medfarer
en rask immunrespons, som svekkes, og viruset dermed unngar videre aktivering av
immunresponser. Dette kan gjgre den mer mottakelig for IPN-resistent laks. IFN-systemet
spiller en viktig rolle som farste forsvarslinje mot infeksjoner. Det er tidligere vist at IPNV
replikasjon i cellekulturer effektivt hemmes av IFNa, men nukleotid- og aminosyreendringer
kan medfare at viruset greier & hemme immunresponsen, som samsvarer med resultatene av
nedregulert immunrespons etter 24 timer, og gi infeksjon hos Atlantisk laks som skal veere

resistent.
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4.5 Konklusjon

Det er interessant & merke seg forskjellene i antivirale responser mot de to IPNV variantene i
denne studien. Endringene i VP2 pa aminosyre- og nukleotidniva kan veere med pa a forklare
hvordan Vir410/18 kan etablere infeksjon i laks som skal vaere IPN-resistent ettersom disse
endringene pa aminosyreniva kan vaere med a pavirke interaksjonen mellom cadherin og VP2.
Resultatene fra ELISA tilsier at formalininaktiverte virus trigger en immunrespons i verten.
Resultatene kan belyse viktige punkter i bekjempelsen av en ny IPNV-variant og unnga at den
forarsaker nye sykdomsutbrudd. Det er viktig med bedre forstaelse av interaksjon mellom virus
og vertscelle, for & kunne forsta hvordan virus kan gi infeksjon. Det er ogsa viktig med
kunnskap om variasjoner mellom de ulike variantene for & forklare virulens. Kunnskap om
gjenkjenning og respons til virusinfeksjon kan bidra til utvikling av mer effektive vaksiner enn

de som finnes i dag.

4.6 Forslag til videre studier

| videre studier kunne det vert spennende & brukt polyklonale antistoffer for VP2, og se om de
ville bundet til Vir410/18. Videre kunne man gjentatt Western blot analysen med optimaliserte
serumskonsentrasjoner for a se hvilke proteiner laksen hadde produsert antistoffer mot. For &
avdekke tydeligere forskjeller i den innate immunresponsen mellom de to variantene av IPNV,
kunne det veert aktuelt med et smitteforsgk som fikk ga over lengre tid, benyttet andre cellelinjer
og/eller malt immunresponsen direkte fra immunisert laks. Det hadde veert interessant & se om
de spesifikke antistoffene etter immuniseringen var ngytraliserende og gav lavere dgdelighet,
bade i cellekultur og ved a smitte vaksinert fisk. | videre studier hadde det veert spennende a
undersgke om de spesifikke antistoffene til de to IPNV variantene var kryssngytraliserende og
ville beskyttet mot hverandre. Det kunne ogsa veert interesant a lage en mRNA vaksine, og

undersgke om man kunne aktivert de cytotoksiske T-cellene.
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6.0 Vedlegg

6.1 Oppskrifter dyrkingsmedium

6.1.1 Dyrkingsmedium CHSE-214

10 % fetal bovine serum (FBS) (BioWhittaker® 14-701F)

1 % «Non-essential amino acid” (NEAA) 100x (BioWhittaker®, Lonza) (lot 6MB207)
2 % L-glutamine (BioWhittaker®, Lonza) (lot 9MB054)

0,1 % Gentamicin sulfat (BioWhittaker®, Lonza)

EMEM med EBBS og 25mM Hepes uten L-glutamine (BioWhittaker®, Lonza)

(lot 0000766406) (lot 0000766406)

6.1.2 Smittemedium CHSE-214

2 % fetal bovine serum (FBS) (BioWhittaker®14-701F)

1 % «Non-essential amino acid” (NEAA) 100x (BioWhittaker®, Lonza) (lot 0000936776)
2 % L-glutamine (BioWhittaker®, Lonza) (lot 9MB054)

0,1 % Gentamicin sulfate (BioWhittaker®, Lonza)

EMEM med EBBS og 25 mM Hepes uten L-glutamine (BioWhittaker®, Lonza)

(lot 0000766406) (lot 0000766406)

6.1.3 L-15 + medium (100mL)

5 ml lgsning A

95 ml L-15

100 pl gentamicin

200 pl heparin stock Igsning (Sigma-Aldrich)
1 ml 200mM glutamin

1,5 ml HEPES (15mM) (Sigma-Aldrich)

6.1.4 Heparin stock lgsning (Sigma-Aldrich):

50k U heparin lgses i 10 ml milliQ vann (dH-0)

71



6.2 Oppskrift lgsning

6.2.11x TAE

Milli-Q

Trisbase (Trizma base) (Sigma-Aldrich) (lot SLBV1855)

Acetat (100 % acetic acid) (sodium acetat, S2889-250 g) (Sigma-Aldrich) (lot 011M01101V)
EDTA (0,5M) ED2SS-500G (Sigma-Aldrich) (lot BCBW7247)

6.2.2 1 % agarosegel

25 ml 1XTAE

0,25 g SeaKem® LE Agarose (Lonza) (lot AG918L)

GelRed nucleic acid, 10 000X in water (Biotium) (lot 19G1205)

6.2.3 2 % agarosegel

25 ml IXTAE

0,50 g SeaKem® LE Agarose (Lonza) (lot AG918L)

GelRed nucleic acid, 10 000X in water (Biotium) (lot 19G1205)

6.2.4 A lgsning

100 ml milliQ vann (dH20)

2,4 g NaCl

2,8 g NaHCO3

0,66 g glukose

Steriliseres ved filtrering: BD Plastipak 50 ml syringe
Filter: non pyrogenic, steril (lot: 00072103)

6.3 ELISA
6.3.1 PBS, pH 7,3, 1L 10x
7,2 g Na2HPO4 x 2H20 (Sigma-Aldrich) (lot: SZBD2660V)
2,7 g KH2PO4 (Sigma-Aldrich) (lot SZBD1630V)
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85,0 g NaCl (HoneyWell, Fluka™) (cat. 31434-5KG) (lot: L2180)

dH20 til 1000 ml

6.3.2 PBS-Tween
0,05 % Tween 20 i PBS (dvs. 50 pl per 100 ml)

6.3.3 Blokkeringslgsning (3 % tarrmelk)
3 g skummet melkepulver (Sigma-Aldrich) (lot: BCBV5694)

100 ml PBS-Tween

- PBS
- Tween® 20 (Sigma-Aldrich) (lot: SZBD2190V)

6.3.4 0,1M sitronsyre
21,0 g sitronsyre (Sigma-Aldrich) (lot: SLBV1306)

dH0 til 1000 ml

6.3.5 0,2M Na2HPO4 x 2H20
35,6 g NazHPO4 x 2H20

dH20 til 1000 ml

6.3.6 Fosfat-citrat buffer, pH 5,0
24,3 ml 0,1M sitronsyre

25,7 ml 0,2M NazHPO4 x 2H20

50,0 ml dH20
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6.3.7 Substratlgsning
15 mg (1 tablett) o-Phenyleneidamine (P-4664, Sigma-Aldrich) (lot: SLBK9741V)

27,5 ml fosfatcitrat buffer

15 pl 30% H20;

6.3.8 Stopplesning (2,5 M H2SO4)
6,94 ml H2SO4

93,06 ml dH.0

6.3.9 Konjugat
Polyklonalt geit anti-kanin Ig med horseadish peroxidase (HRP) (Dako) (lot: 20027913)

6.4 SDS-PAGE

6.4.1 1,5M Tris HCI, pH 8,8
27,23 g Tris base

80 ml destillert vann

6.4.2 0,5M Tris HCI, pH 6,8
6 g Tris base

60 ml destillert vann

6.4.3 12% Separasjonsgel
MilliQ
1.5M Tris, pH 8,8

10 % SDS
40 % Acrylamide (Sigma-Aldrich)

10 % APS

TEMED
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6.4.4 Stacking gel
MilliQ

0,5M Tris, pH 6,8

10 % SDS

40 % Acrylamide (Sigma-Aldrich)

10 % APS

TEMED

6.5 Western blot

6.4.1 10 x blottebuffer
7,57 g Tris

36,0 g Glycin

Destillert vann opptil 250 ml

6.4.2 10 x TBS 500mL
200 mM Tris (12,119)

5M NacCl (146,19)
pH 7,5

Destillert vann opptil 500 ml

6.4.3 1 x Blottebuffer
100 ml 10 x blottebuffer

200 ml metabol

700 ml vann
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6.4.4 1 x TBS (20mM Tris, 500mM NacCl)
100 ml 10 x TBS

900 ml Destillert vann

6.45TTBS
700 ml 1 x TBS

350 ul Tween-20 (0,05 %)

6.4.6 Blokkeringslgsning (3 %)
3,0 g Skummet melkepulver (Sigma-Aldrich) (lot: BCBV5694)

100 ml TBS

6.4.7 Antistoff buffer
2,0 g Skummet melkepulver (Sigma-Aldrich) (lot: BCBV5694)

200 mlI TTBS

6.5 Selvfarging

6.5.1 Fixative Enhancer solution preparation
50 % Metanol

10 % Eddiksyre
10 % Fixative enhancer konsentrat

30 % Destillert vann

6.5.2 Staining Solution (Bio-Rad)

5,0 ml Silver complex solution

5,0 ml Reduction moderator solution
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5,0 ml Image Development Reagent

50 ml Development Accelerator Solution

6.6 P-verdier etter t-test
Tabell 21: Two-tailed unpaired t-test utfgrt i Graf-Pad Prism 5 for ELISA. Resultatene ble
regnet som signifikat ved P < 0,05. Statistisk signifikans: * P<0,05, **P<0,005

ELISA Betingelse 1 Betingelse 2 P-verdi Signifikans
Vir410/18 Vir410/18 Vir410/18 kontroll 0,0005 Fokk
V-1244 V-1244 V-1244 kontroll 0,0012 e
Vir410/18 Vir410/18 V-1244 kontroll 0,0027 fadad

V-1244 V-1244 Vir410/18 kontroll 0,0001 Fkk

6.7 Tabeller over vekt og lengde av immunisert fisk

Tabell 22: Oversikt over vekt og lengde samt VIE-merke pa fisk ved farste immuniseringsdose

#Fisk Vekt (9) Lengde (cm) Vie-merke Vaksinevariant
1 177 23,5 Gul Vir410/18
2 180 23,0 Gul Vir410/18
3 175 22,5 Gul Vir410/18
4 174 22,5 Gul Vir410/18
5 200 24,0 Gul Vir410/18
6 187 23,5 Gul Vir410/18
7 182 24,0 Gul Vir410/18
8 176 24,0 Gul Vir410/18
9 216 25,3 Gul Vir410/18
10 211 24,0 Gul Vir410/18
11 192 23,5 Bla V-1244
12 242 26,0 Bla V-1244
13 157 23,5 Bla V-1244
14 157 24,5 Bla V-1244
15 167 23,5 Bla V-1244

77



16 178 24,3 BI& V-1244
17 199 24,5 Bla V-1244
18 156 23,0 Bla V-1244
19 197 25,2 Bla V-1244
20 186 24,5 BIa V-1244

Tabell 23: Oversikt over vekt og lengde samt VIE-merke pa fisk ved andre immuniseringsdose

#Fisk Vekt (9) Lengde (cm) Vie-merke
1 232 26,0 gul
2 237 26,5 bla
3 211 25,8 bla
4 240 26,0 gul
5 266 26,0 bla
6 211 26,0 bla
7 230 26,0 gul
8 200 25,5 bla
9 260 27,0 gul
10 317 29,0 bla
11 243 26,5 gul
12 199 25,0 bla
13 210 25,8 gul
14 259 27,0 bla
15 215 25,9 bla
16 208 25,0 gul
17 261 26,0 bla
18 204 27,0 gul
19 224 26,0 gul
20 234 26,0 gul
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Tabell 24: Oversikt over vekt og lengde samt VIE-merke pa fisk ved tredje immuniseringsdose

#Fisk Vekt (9) Lengde (cm) Vie-merke
1 247 29,0 gul
2 354 28,5 gul
3 292 28,0 bla
4 275 26,0 gul
5 302 27,0 bla
6 349 30,5 bla
7 266 27,0 bla
8 365 29,0 gul
9 380 28,5 bla
10 321 28,0 gul
11 334 27,0 gul
12 382 26,5 gul
13 253 26,0 bla
14 433 30,0 bla
15 361 28,8 bla
16 304 28,0 gul
17 354 29,0 bla
18 310 28,5 bla
19 289 26,5 gul
20 328 28,5 gul

Tabell 25: Oversikt over vekt og lengde samt VIE-merke pa fisk ved uttak av blod

#Fisk Vekt (9) Lengde (cm) Vie-merke
1 419 33,0 bla
2 335 30,0 bla
3 353 30,5 gul
4 373 31,5 gul
5 461 32,0 bla
6 378 30,5 gul
7 321 29,0 gul
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10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20

391
399
422
377
508
326
379
336
413
296
418
280
343
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31,5
32,0
32,0
30,5
33,0
29,0
30,5
29,5
31,5
29,5
31,5
29,0
29,5

bla
gul
bla
bla
bla
gul
gul

gul
bla

bla
gul
bla
bla



