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Sammendrag

Pankreassykdom (PD) er en infeksigs virussykdom isommer Atlantisk laksSalmo salar
L.) og regnbuegrretQncorhynchus mykisValbaum) i bade saltvann og ferskvann i flere
viktige lakseproduserende land. | studiet varthemsikten & produsere et antistoff mot SAV
da det ikke eksisterer kommersielt tilgjengeligistoff mot SAV pa markedet i dag. Det
ideelle er & immunisere med et renset virus, memykes ikke a fa tilstrekkelig virusutbytte
fra renset virussupernatant. | dette studiet bledlertid SAV antigen funnet a veere
celleassosiert, og spesielt interessant ved analySBS-PAGE var et protein ved 31 kDa.
Sammenligning av proteinprofil til CP2 og usmittei@-celler viser at dette proteinet ikke er
et TO-protein. Samtidig samsvarer denne molekybmrekned hva andre har rapportert som
det strukturelle kapsidproteinet. Pelletterte cdlie virussupernatanten, kalt CP2, ble dermed
benyttet til immunisering av kanin. Det polyklonastiserumet, kanin anti-SAV, ble videre
analysert i western blott og ELISA og som forventeteholder serumet kryssreagerende
antistoff mot TO-celle komponenter. Immunfluoressehble benyttet for & undersgke
spesifisiteten av antistoffet og viser en sterkksgan mot smittede celler i forhold til
usmittede TO-celler, noe som indikerer at antistoffr reaktivt med virus. Ved & videre
absorbere serumet med TO-celler kan det veere natligntiserumet far tilfredsstillende

spesifisitet til bruk for pavisning av SAV i ulikester.
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Innledning

1. Innledning

Det norske oppdrettseventyret startet pa midterYGtallet da man lyktes i & intensivere
produksjonen av oppdrettslaks. Siden den gang pyaairettsnaeringen eskalert, men samtidig
statt pa flere utfordringer, spesielt relatert uilke sykdommer og patogener. P4 80- og
begynnelsen av 90-tallet var det bakterielle sykoh@msom skapte store utfordringer for
naeringen, men takket veere gode vaksiner er detteemekke et problem i dag. Denne
suksessen har derimot ikke vaert like vellykketdgrgjelder vaksiner mot virus sykdommer.
Det finnes flere kommersielt tilgjengelig virusvaler pA markedet i dag, blant annet mot
infeksigs pankreas nekrose virus (IPNMfectious pancreatic necrosis virysinfeksigs
lakseanemi virus (ILAV]nfectious salmon anemia viryshfeksigs hematopoietisk nekrose
virus (IHNV, Infectious haematopoietic necrosis virusy salmonid alfavirus (SAV). Disse
vaksinene har vist seg & ha en begrenset effakthbld til det man ser hos vaksiner mot
bakterielle sykdommer (Sommerset et al., 2005)nGen er at virus er obligat intracelluleere
og bade en spesifikk humoral og celluleer immunraspod stimuleres av vaksinen for & fa
en immunologisk hukommelse, mens ekstracellulaagaresmer farst og fremst ma stimulere
den spesifikke humorale immunresponsen. | Norgespasielt IPNV og ILAV veert ansett
som problemskapende virus, men i de senere ar g 8AV blitt ansett som et stort
problem, da det forarsaker store gkonomiske tapofypdrettere. Det observeres arlig en
gkning i antall sykdomsutbrudd, i 2005 ble det pé¥b nye tilfeller av SAV i Norge, i 2007
ble det pavist 98 nye tilfeller og i 2012 er dettihi ar registrert 104 nye sykdomstilfeller
(Lillehaug et al., 2012).

1.1. Salmonid alfavirus (SAV)

Pankreassykdom (PD) er en infeksigs sykdom forétsak salmonid alfavirus. Viruset
forarsaker sykdom hos Atlantisk lak§almo salarL.) og regnbuegrretQncorhynchus

mykiss Walbaum) i bade saltvann og ferskvann (McLougblinGraham, 2007). PD ble farst
beskrevet fra oppdrettslaks i Skottland i 1984, manveert kjent siden 1976 (Munro et al.,
1984). Siden den fagrste beskrivelsen har detralportert om sykdomsutbrudd i flere viktige
lakseproduserende land som Irland, Frankrike ogy®l¢Christie et al., 1998, McLoughlin og
Graham, 2007, Villoing et al., 2000). Det er ogapportert om ett tilfelle av PD-utbrudd i
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Nord-Amerika, men viruset ble aldri isolert, og RDsees i dag som et europeisk problem
(McLoughlin og Graham, 2007).

Salmonid alfavirus er per i dag det eneste alfagrisom er kjent for a infisere fisk (Karlsen
et al., 2010a). Sekvensanalyser av SAV indikereleafinnes 6 ulike subtyper (Hodneland et
al., 2005, Fringuelli et al., 2008), som er bagérfull genomisk sekvensering av SAV1-3 og
delvis sekvensering av de resterende, SAV4-6 (bEehiget al., 2008). SAV1 (salmon
pancreas disease virus) infiserer Atlantisk lakgsvannsfasen i Irland og Skottland (Nelson
et al., 1995, Rowley et al., 1998, Weston et #05). SAV2 forarsaker "sleeping disease”
(SD) i ferskvann og er i hovedsak kjent fra Frak&yiSpania, England, Skottland, Italia og
Tyskland (McLoughlin og Graham, 2007). Den sammigtygaen har i senere tid ogsa blitt
isolert fra Atlantisk laks i sjgvannsfasen i Skatl (Fringuelli et al., 2008) og nylig ogsa i
Norge. Sekvensering av SAV2 funnet i Norge viser Bkhet med det som man har funnet i
sjgvannsfasen i Skottland, og man antar derfoethar blitt importert til Norge fra Skottland
(Lillehaug et al., 2012). | Norge ble salmonid gifas isolert for farste gang i 1998. Dette
viruset viste en kryssreaksjon med et SAV1 isafatlfland, noe som indikerte at det enten
var samme, eller et naert beslektet virus (Christial., 1998). Viruset viste seg a vaere neert
beslektet og fikk tilnavnet "Norwegian salmonid ladwirus” (NSAV), i dag kjent som SAV3.
Denne subtypen forekommer per i dag kun i Norgedfidétand et al., 2005). SAV4 er i likhet
med SAV1 funnet i Skottland og Irland, SAV5 i Skattd og SAV6 i Irland (Fringuelli et al.,
2008, Graham et al., 2011).

1.1.1. Smitte

Flere studier pa smitteruten til SAV har blitt utfeog disse indikerer at horisontal smitte
mellom lokaliteter er den viktigste smitteruten dgt er vist at viruset kan overleve lange
perioder i sjgvann (Fringuelli et al., 2008, Kanlset al., 2006, Kristoffersen et al., 2009).
Vertikal smitte, som er overfgring av agens freefdre til avkom gjennom kjgnnsprodukter,
er vist eksperimentelt for SAV3 (Bratland og Nylun2009). Disse resultatene er ikke
gjenskapt i feltforsgk (Kongtorp et al., 2010), m®AV3 har blitt funnet og sekvensert fra
laksesmolt i ferskvann (Nylund et al., 2003). Eten de fleste alphavirus krever en artropod
vektor for & overfares til en ny vert (Chamberlal®80) kan det tenkes at SAV har en

lignende mekanisme for overfgring som inkludereesédus, Lepeophtheirus salmonisg
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skottelus,Caligus elongatusNylig ble det vist at lusenl.epidophthirus macrorhinkan
fungere som vektor for et alfavirus kalt "south@lephant seal virus” (SESV) (Linn et al.,
2001). Det er ogsa undersgkt om lakselus kan veerautig vektor for SAV3 ved hjelp av
real time-PCR (RT-PCR). SAV3 ble detektert i laksesom hadde parasittert pd SAV-
infisert fisk, men det er fortsatt uvisst om virukan replikere i lusen, eller om den fungerer
som en mekanisk vektor (Karlsen et al., 2006, Patteet al., 2009). Det er ogsa vist at
salmonid alfavirus kan replikere i ikke-salmoniddlelinjer som indikerer at ikke-salmonid
fisk kan infiseres og fungere som vilt reservoaraf@am et al., 2008). Dette ble nylig
bekreftet da SAV5 RNA ble detektert fra sandflyndtemanda limandg gapeflyndre
(Hippoglossoides platessoidesy radspetteRleuronectes platesgamen rollen disse har ved

en eventuell smitteoverfgring er fortsatt uvissal@am et al., 2012, Snow et al., 2010).

1.1.2. Klinikk og patologi

PD rammer primeert smolt i deres farste levear i egptap av opp mot 50 % av fisken har
veert observert, men dgdelighet mellom 1 og 20 %ner normalt (Jansen et al., 2010,
McLoughlin og Graham, 2007). Kliniske tegn assdsraed PD-utbrudd er en gkning i
forinntak far appetitten opphgrer og fisken bliosektisk. Fisken blir ogsa letargisk og far
vanskeligheter med & opprettholde posisjonen i easamt at det observeres abnormal
svgmmeatferd hvor fiskene samler seg i hjgrneme klhgs notveggen i merden (Ferguson et
al., 1986a). Makroskopiske tegn som ascites ogkkietepa pylorusblindsekkene og lever er
vanlig & finne. Histopatologisk ser man ofte degeniesksokrin pankreas, og varierende grad
av myopati i hjerte- og skjelettmuskulatur (Poppeak, 1989, McLoughlin et al., 2002,
Taksdal et al., 2007, Hodneland et al., 2005).

1.2. Alfavirus (Togaviridae)

Etiologien til PD var ukjent inntil viruset for fgte gang ble isolert i 1995 av Nelson et al.
(1995). Far isoleringen ble det spekulert i om RDen mangelsykdom, spesielt i forbindelse
med vitamin E eller selen (Bell et al., 1987, Fexuet al., 1986b, Munro et al., 1984). | dag
er etiologien til PD velkjent (McLoughlin et al.0@2), og sykdomsutbruddene forarsakes av

SAV, et virus i slektenAlphavirus, som sammen meRubivirus er de eneste slektene i



Innledning

Togaviridaefamilien (Schlesinger og Schlesinger, 2001). Disdeler lik genomisk
oppbygning (Koonin og Dolja, 1993), men det stillgmrsmalstegn ved deres slektskap pa
grunn av ulikheter i smittevei (Kuhn, 2007). Alfaws bestar hittil av 29 ulike arter (Gould et
al., 2010), og de fleste klassifiseres som arbsv{arthropod borne virus) da de benytter
artropoder som vektor, i hoveds&ledesog Culex (Chamberlain, 1980). Imidlertid har det
vist seg at ogsa andre blodsugende artropoders®oyl midd, kan overfgre virus (Strauss og
Strauss, 1994).

Alfavirus er i dag distribuert i alle verdensde{emn et al., 2001), og basert pa geografisk
distribusjon og sykdomskarakteristikk deles medlemen av alfavirus inn i enten "New
world” virus eller "Old world” virus. "New world” vrus forarsaker blant annet
hjernehinnebetennelse hos mennesker (Powers 08ll) og er vidt distribuert i Amerika,
mens "Old world” virus ofte er assosiert med revisia sykdommer og er utbredt i Europa,
Asia, Australia, store deler av Afrika, New Zealaogd Sgr Amerika (Linn et al., 2001,
Strauss og Strauss, 1994). Det er foreslatt avialfa har oppstatt i "New world” og senere
migrert enten via vert eller vektor til resten agrden (Levinson et al., 1990). Basert pa
fylogenetiske studier utgjgr SAV en egen evolusjommgeippe som skilte seg fra andre
alfavirus far "New world” og "Old World” viruseneppstod (Karlsen et al., 2010b, Powers et
al., 2001).

1.2.1. Viruskarakteristikk

SAV har et kappekledd virion med en starrelse pdé6ganm (Nelson et al., 1995). Hvert
virion bestar av et positivt ladd enkelttradet Ri#&rom assosiert med 240 kopier av
kapsidproteinet, som sammen utgjegr nukleokapskiatedes et al., 1993). Nukleokapsidet er
omringet av en plasmamembran (kappen) som har safosfi@ipidsammensetning som
vertscellens plasmamembran (Garoff et al., 2004krét i denne er det 80 overflateutlgpere
og hver enkelt av disse er satt sammen av treduiteerer av de virale glykoproteinene E2
og E1. Dette gir totalt 240 heterodimerer som sammed kapsidproteinene i nukleokapsidet
er organisert i en T=4 ikosahedrisk struktur ogragerer med hverandre med en 1:1 ratio

som gir virionet et sfeerisk utseende (Cheng efl@Pb, Strauss og Strauss, 1994).
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Da genomet er et positivt enkelttrddet RNA genomgérer det direkte som mRNA. |
genomets 5- ende finner man en cap (Ahola og Hewem, 1995), og i 3°- ende en
polyadenylert hale (Kuhn, 2007). Genomet er ikkgasentert og bestar av to apne
leserammer (ORF) som koder for ikke-strukturelle sigukturelle proteiner, som utgjgr
henholdsvis 2/3 og 1/3 av genomet (Strauss og &trdi994). For SAV er den fgrste ORFen
omtrent 7,8 kb lang og koder for de ikke-struktlergdroteinene nsP1, nsP2, nsP3 og nsP4.
Den andre ORFen er omtrent 4 kb lang og koderdastrukturelle proteinene kapsid, E3, E2,
6K/TF og E1 (figur 1). De to leserammene er flahker tre ikke-oversatte-regioner (NTR),
éni5’- og 3’- ende, samt én i overgangen mellertodeserammene. Lokalisert i NTR finner
vi hos alfavirus fire separate sekvenselementerEJCSom spiller en viktig rolle i
virusreplikasjon og transkripsjon: CSE1, lokaliset- NTR, antas a fungere som promotor
for syntese av de positive tradene under replikasied a bruke den negative traden som
templat. CSE2, ogsa lokalisert i 5-enden av gemnpmen i det kodende omrade for nsP1,
antas & ha en viktig rolle i syntesen av den kompleteere (-)RNA-traden. CSE3 er lokalisert
i overgangen mellom leserammene og fungerer somswrgenomisk promotor for
transkripsjon av den strukturelle ORF. CSE4, Idatii 3'- NTR, antas a fungere som ko-

promotor for initiering av komplementeer (-) negdRiMA-trad (Jose et al., 2009).

lkke- strukturelle proteiner

Strukturelle proteiner

5'* nsP1 nsP2 nsP3 | nsP4 HC E E2 A E1 F3'

!
6K/TF

Figur 1. Skjematisk organisering av genomet til alfavirus Genomet er ikke-segmentert og
bestar av to apne leserammer (ORF) som koder kerskrukturelle og strukturelle proteiner.
De to leserammene er flankert av tre ikke-oversatgoner (NTR), én i 5’- og 3"- ende, samt
én i overgangen mellom de to leserammene. LokalisHiTR finner vi hos alfavirus fire
separate sekvenselementer (CSE) som spiller engvikdlle i virusreplikasjon og
transkripsjon. Modifisert figur (Berg, 2009)
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1.2.2. Replikasjon

Alfavirus binder seg pa reseptorer pa cellens taterfred hjelp av epitoper pa glykoproteinet
E2, og fraktes inn i cellen ved reseptor mediedoeytose (RME) (Kuhn, 2007). Det vide
artsspekteret til alfaviruset og de mange forskjelimalcellene til viruset betyr at alfavirus
enten benytter en reseptor som er til stede pa enfmgkjellige celler, eller at viruset kan
binde seg til flere forskjellige reseptorer (Andarst al., 2007). Fusjonsaktiviteten, som sitter
pa E1, undertrykkes nar man har interaksjon meldnog E2 (Garoff et al., 1980), men nar
viruset har blitt endocytert vil et lysosom fra tgeellen smelte sammen med endosomet slik
at det dannes et endolysosom, og man far en sepkpid (Helenius et al., 1980). Lavere pH
farer til en konformasjonsendring i E1E2-heterodieme som da dissosierer og fusjonssetet
pa E1 avdekkes (figur 2) (Garoff et al., 2004, Kielog Helenius, 1985, Wahlberg og Garoff,
1992). Fusjoneringen farer til at nukleokapsidéegjéres til cellens cytoplasma (Lanzrein et
al., 1994).

Fusjons
peptid omene

COOH Tyr="~COOH
Glykoprotein
(E1E2-heterodimer) El E2

Figur 2. Skjematisk oversikt over interaksjon mellon E1 og E2.Fusjonsaktiviteten, som
sitter p& E1, undertrykkes nar E1 og E2 interagared hverandre i en E1E2-heterodimer.
Nar viruset endocyteres og smelter sammen medsesdyn inne i cellen, vil det dannes et
endolysosom. Den lave pHen i endolysosomet fgleentikonformasjonsendring i E1E2-
heterodimeren, hvor heterodimeren dissosierer sgprissetet pa E1 avdekkes. Modifisert
figur (Garoff et al., 2004).



Innledning

Inne i cytoplasma dissosierer nukleokapsidet ogp@hksrer genomet for ribosomene, og det
virale genomet fungerer direkte som mRNA for syatas de ikke-strukturelle proteinene

(figur 3). Fra viralt RNA dannes det et polyproteir1234. Noen alfavirus har et opalt
stoppkodon, UGA, mellom nsP3 og nsP4 som fargoroduksjon av stgrre mengder P123
enn P1234 (Strauss og Strauss, 1994), men etsstigpkodon er ikke blitt pavist hos SAV,

hvor nsP3 slutter med aminosyren glycin, GGG (Héaimek et al., 2005). Ved syntese av
polyproteinet vil en proteaseaktivitet hos nsP2 fiar at nsP4 klgyves fra polyproteinet og
danner sammen med celluleere proteiner et (-)RNAkesgekompleks som transkriberer hele

genomet til en komplementaer, negativ RNA trad, cRNA

En tid etter infeksjon vil man fa en opphopning @sP2-proteinet og dette farer til at
replikasjonskomplekset blir ustabilt, pa grunn awetpaseaktiviteten til nsP2 som klgyver
polyproteinet P123 videre til individuelle protefHardy og Strauss, 1989, Montgomery og
Johnston, 2007). Disse gar sammen med nsP4 salulearel proteiner og danner et nytt
(+)RNA replikasjonskompleks som benytter komplersntRNA trad til & transkribere de
positive trddene. For transkribering av nytt gersbiRNA fungerer CSE1 som promotor,
mens for transkribering av subgenomisk RNA fung€&8E3 som en subgenomisk promotor
(Jose et al., 2009). Det subgenomiske (+)RNA kddeden strukturelle ORFen som ogsa
oversettes til et polyprotein bestaende av kap8@HEK-E1 (figur 3) (Strauss og Strauss,
1994). Kapsidproteinet er det farste som blir cattyog dette har i den C-terminale enden en
protease som klgyver kapsidproteinet fra polypnaterett etter avlesning. Kapsidproteinet
vil assosieres med nytt viralt (+)RNA og danne it mukleokapsid, mens de resterende
strukturelle proteinene blir oversatt inn i endgptatisk retikulum (ER) (Garoff et al., 2004).
Inne i ER blir P62 klgyvd fra E1 og 6K (Liljestroog Garoff, 1991) og P62 blir videre
klgyvd til E2 og E3. E2 og E1 danner dimere og tieakgjennom golgiapparatet hvor de blir
glykosylert fgr de fraktes videre ut pa cellememera hvor de senere utgjer virusets

glykoproteiner (Strauss og Strauss, 1994).
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Figur 3. Skjematisk fremstilling av genomet og repkasjonssyklus hos alfavirus Virusets
genom, som er positivt enkelttradet, fungerer de@eksom mRNA for dannelsen av
polyprotein, P123 og/eller P1234. Noen alfavirus &g opalt stoppkodon, UGA, mellom
nsP3 og nsP4 som farer til produksjon av stgrrega@nP123 enn P1234, dette er ikke pavist
for SAV. P123 sammen med nsP4 samt nsP1-4 utgpikasekomplekser for henholdsvis
transkriberer en komplementeer negatiéd (42S) og en subgenomisk mRNA (26S) fra
denne. Den subgenomiske mRNA (2&&)len oversettes til et polyprotein som bestar av de
strukturelle proteinen (Berg, 2009).

Det er beskrevet to ulike modeller for hvordan tgfgen av avknopping foregar hos alfavirus.
En teori beskrevet av Garoff og Simons (1974) gdrauat kapsidproteinet pakker ferdig det
virale (+)RNA genomet til et nytt nukleokapsid meb=4 struktur i cytoplasma.
Nukleokapsidet diffunderer sa til cellemembranenorhvavknoppingen initieres nar
nukleokapsidet binder seg til de virale glykoprotgie som er pa utsiden av cellens

plasmamembran. En annen modell beskriver et ufendigjeokapsid, et sakalt C-RNA-
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kompleks, som bindes til glykoproteinene i cellerbemmen slik at nukleokapsidet og

bindingen av glykoproteinene for avknopping av elferdigstilles samtidig (Garoff et al.,

2004). Det er hittil ikke blitt observert ferdig kieokapsid i cytoplasma fgr avknopping, noe
som tyder pa at den sistnevnte modellen benyttesatH et al., 2012)

1.3. Laksens immunforsvar

Fiskens immunforsvar deles inn i en ikke-spesifillek og en spesifikk del hvorav farstnevnte
er representert hos alle levende organismer (Rek2001). Teleoster representerer et viktig
fylogenetisk veiskille mellom arter som kun besitteedfgdt immuniteti(e. evertebrater) og
arter som i stor grad er avhengig av adaptiv imnetifie. pattedyr) (Workenhe et al., 2010),
selv om sistnevnte trolig er mindre utviklet hodetster sammenlignet med hgyere
vertebrater (Warr, 1995). Summen av forsvarskomp@me som er ansvarlige for
immunforsvaret mot patogener er et komplekst saemdrinellom de spesifikke og de

uspesifikke mekanismene (Roberts, 2001).

Det uspesifikke immunforsvaret karakteriseres siskehs fgrstelinjeforsvar mot invaderende
mikroorganismer, og kjennetegnes ved at det ererayily av temperatur og mobiliseres raskt
(fra minutt til timer/dager) (Magnadottir, 2006)orHisken, som har et poikilotermt levesett,
er dette spesielt viktig da det spesifikke immuséaret er temperaturavhengig. Tar man
utgangspunkt i Atlantisk laks som lever i de terepier omradene av verden, kan
antistoffproduksjonen ta fra 4-6 uker selv ved imatie temperaturer (Ellis, 2001). Den raske
mobiliseringen av det uspesifikke immunforsvaretld&s at det kan igangsettes uten & vaere
tidligere eksponert for et patogen. Til dette bezs/ulike reseptorer, kalt "pattern recognition
receptors” (PRR) som skiller mellom “"selv” og "iklselv’ (Whyte, 2007). PRR kan enten
veere lgselige komponenter eller uttrykt pa fagecytbg andre celler i det medfadte
immunforsvaret. Strukturene som gjenkjennes betegoen "pathogen associated molecular
patterns” (PAMPSs) og er strukturer som er essdasiet mikroorgansimene, og er dermed

vanskelig for mikroorgansimene a forandre (Akiralet2006, Magnadottir, 2006).
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1.3.1. Det uspesifikke immunforsvaret

Det uspesifikke forsvaret bestar av en fysisk kaei samt celluleere og humorale
komponenter (Magnadottir, 2006). Mukosa og epitidce hud, gjeller og tarm er en viktig
fysisk barriere som hindrer at patogener fester aggller penetrerer huden (Basset et al.,
2003). Leukocyttene utgjer de celluleere komponentam har morfologiske og funksjonelle
likhetstrekk til de leukocyttene man finner hostpdyr (Plouffe et al., 2005, Workenhe et al.,
2010). Disse cellene aktiveres via PRR som blanetaferer til gkt opsonisering, aktivering
av forskjellige komplement- og cellesignaliseringigv. Sistnevnte induserer transkripsjon av
viktige humorale faktorer som veksthemmere (tramisfeog interferroner), proteasehemmere
(a2-makromolekyl), lytiske enzymer (lysozyme, kitiegs pentraxiner (C-reaktivt protein),
komplement, cytokiner (interleukiner) og tumor rede faktore (TNF o) (Magnadottir,
2006, Watts et al., 2001).

Det er et bredt utvalg av celletyper involvert ndmelluleere beskyttelsen hos fisk. Man finner
fagocytterende celler (monocytter, makrofager) eikbesifikke cytotoksiske celler (NCC),
polymorfonukleaere granulocytter (ngytrofile, baofog eosinofile), samt epitelceller og
dendrittiknende celler (Neumann et al., 2001, Rabitch, 1995). De ikke-spesifikke
cytotoksiske cellene (NCC) antas & veere analogeatiirlig dreper (NK) celler funnet hos
pattedyr (Moody et al., 1985) som dreper et breskodiment av malceller, inkludert
kreftceller og virusinfisert celler (Whyte, 2007Ved stimulering skiller NCC ut
aktiveringssignaler slik at fagocytter raskt tikkes infeksjonsstedet (Watts et al., 2001).
Nylig er funksjonelle dendrittceller blitt demonstr hos regnbuegrret (Bassity og Clark,
2012). Dendrittceller er sammen med B-celler og noi@ger profesjonelle
antigenpresenterende celler (APC) da de uttrykkaiomhistocompatibility complex (MHC)
klasse Il (Dixon og Stet, 2001).

1.3.2. Det spesifikke immunforsvaret

Det spesifikke immunforsvaret deles inn i en cefltl og en humoral del som handteres av en
undergruppe av leukocytter kalt lymfocytter. Lymjtipopulasjonen funnet hos teleoster er
vist & vaere analog til den man finner hos pattg@®ubio-Godoy, 2010). T-lymfocyttene

utgjear den celluleere delen av det spesifikke imratsvaret og deles videre inn i T-hjelpe
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(Th) celler og cytotoksiske T-celler §J. Karakteristisk for disse er at de uttrykker
henholdsvis CD4 og CD8 glykoproteiner, samt at de kesponderer pa epitoper uttrykt pa
kroppens egne celler. Den spesifikke humorale initetem medieres av antistoff
(immunglobuliner) produsert av plasmaceller, soraktiverte B-celler. B-cellen aktiveres via
signaler mottatt fra T-celler eller andre cellemsdor eksempel makrofager (Bonilla og
Oettgen, 2010). | motsetning til T-cellene kan Heree respondere pa epitoper i lgsning via
membranbundne immunoglobuliner (Mohanty, 2006). igeforskjellen er vesentlig da T-
cellene har i oppgave a overvake det intracellul@nemet, mens B-cellenes oppgave er &

overvake det ekstracellulsere rommet.

Naive T-lymfocytter gjenkjenner ikke lgst antiggnen ma presenteres for et antigen via
major histocompatibility complex (MHC) reseptoreRandelli et al., 2008). Dette er
glykosylerte membranproteiner som binder baktexielller virale peptidfragmenter inne i
cellen og frakter disse ut pa cellen via en endogler eksogen syntese. Disse
peptidfragmentene interagerer med membranbundeptasr pa T-cellen (TCR) som farer
til at T-cellen aktiveres. MHC reseptorene kommgy utgaver: MHC klasse | som utrykkes
pa de fleste cellene i kroppen og MHC klasse Il sgmgkkes pa de antigenpresenterende
cellene (Dixon og Stet, 2001).4TXeller fungerer som et viktig bindeledd mellom det
uspesifikke og spesifikke immunforsvaret. Nar disskene aktiveres produserer de og skiller
ut interleukiner (IL), en form for cytokiner som rés til antistoffproduksjon hos B-
lymfocytter og aktivering av blant annetc-€eller (Swain, 2006). Celler infisert av
intracelluleere patogener presenterer antigene gisggimenter via MHC klasse I til cF
celler. Dette er en viktig drapscelle som drepdisénte celler, men kun hvis TCR
overensstemmer med MHC | samt peptidfragmentet somttrykt pa malcellen (Fischer et
al., 2006). Det er vist at Atlantisk laks oppregategener for begge MHC-klassene i direkte
respons pa virus- eller bakterieinfeksjon (Koppangl., 1999).

Teleostenes B-celler har i motsetning til pattedaseller fagocyttisk aktivitet. Disse cellene
produseres i hodenyren og kjennetegnes ved uttigkiv membranbundet immunglobulin
(Ig). B-celler uttrykker i hovedsak IgM og da sonmemmbranbundet monomer (figur 4) og
sekrerer lgselig IgM som en tetramer (Li et al.0@0 Andre klasser av immunglobuliner
rapporter fra fisk er IgD og IgT/IgZ (Hordvik et a1992, Hordvik, 2002, Tadiso et al., 2011).
Immunglobuliner bestar av en Fab del hvor det antiindende setet (paratop) er lokalisert

og en Fc del som er vist & koble sammen det adaptivmunforsvaret med viktige
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effektorsystemer i kroppen (Swain, 2006). Antistpfbdusert mot et antigen resulterer i
forsvarsmekanismer mot dette antigenet og antmetb#kylene alene virker kun

ngytraliserende mot mikroorganismer ved a bindeti$elisse eller utskilte toksiner (Larosa
og Orange, 2008).

~ Paratop

A}(jcdc

Tung kjede

Fc

Figur 4. Oppbygning av et monomerisk immunoglobulin Ig bestar av to tunge og to lette

kieder. | Fab delen av immunglobulinet finner magt dntigenbindende setet, ogsa kalt
paratop. Fc delen kobler sammen det adaptive imonsveiret med viktige effektorsystemer i

kroppen

1.3.3. Den antivirale immunresponsen

Virus er obligat intracelluleere mikroorganismer s@&never vertcellens synteseapparat for
selv & kunne replikere (Workenhe et al., 2010).tdédrer til at virusets byggesteiner etter
hvert vil kunne oppdages da vertebrater har etstiodit overvakningsnettverk. De ulike
sensorene som overvaker kroppen omtales som PRRBrogirusgjenkjenning er det i
hovedsak to hovedgrupper: cytosoliske proteineiGfRlog MDA5) og membranbundne
reseptorer (Toll-liknende reseptorer, TLR) som \akier interferonsystemet (Zou et al.,
2010). Interferoner spiller en viktig rolle i despesifikke antivirale immunresponsen da de
fungerer som signalproteiner og produseres avadteficellene i kroppen i en direkte respons

pa virusinfeksjon (Robertsen, 2008).
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Hos pattedyr er det hittil tre interferon famil®wsm er kjent, type I IFN, type Il IFN og IFN-
(Robertsen, 2006). Viktigheten av type | IFN blendastrert i et forsgk utfagrt av Muller et al.
(1994) hvor mus som manglet IFN type | reseptoradde @kt mottagelighet for
virusinfeksjoner. Det er funnet flere likheter noefl interferonsystemet hos pattedyr og fisk.
Hittil er det pavist tre subtyper av type-l intede hos laks: IFNa, IFNb og IFNc og en
subtype av type-II interferon (IFM)- (Sun et al., 2009, Robertsen, 2006). Type | fatener
sirkulerer i kroppen og beskytter andre celler&rhli infisert ved & binde seg til interferon-
reseptorer som resulterer i aktivering av transjoip av IFN-stimulerende gen (ISG)
(Samuel, 2001). Noen av disse ISGene koder foepret med antiviral aktivitet, blant annet
proteinene Mx, ISG15 og viperin (Gahlawat et aD02, Sun et al., 2011). INf-produseres
kun av immunceller og er viktigere senere i defptiste immunforsvaret da INF-produseres
av Ty-celler og T-celler ved presentasjon av antigen via MHC (Raeert 2006). INF-er

ogsa vist & beskytte celler mot virusinfeksjon (8tial., 2011).

Cellemediert drap representerer de viktigste ogtnedfektive bidragene i kampen mot
virusinfeksjoner. Hos fisk utfgres dette av NCCTagceller. NCC er viktige da de lyserer
infiserte celler uten tidligere a ha veert ekspof@riantigenet (Evans og Cooper, 1990): T
celler gjenkjenner virale peptidfragmenter presénia MHC | til TCR. Dette farer til at d-
cellen dreper de infiserte cellene gjennom diratale-til-celle-kontakt (Nakanishi et al.,
2002).

1.4. Immunrespons mot SAV3

En immunrespons mot SAV ble mistenkt da fisk someri@vde utbrudd av PD hadde en
naturlig beskyttelse mot nye utbrudd av det sammeset (McVicar, 1987). Houghton
(1994) demonstrerte eksperimentelt at laks somlexde PD-utbrudd var resistent mot
pafglgende sykdomsutbrudd de neste 9 manedene.nMelene bak immuniteten mot SAV
er ikke blitt studert i detalj, men studier hartvas produksjon av Mx mRNA oppreguleres
som en respons pa infeksjon med SAV (Gahlawat .et2809). Andre viktige antivirale
protein som viperin og ISG15 er ogsa vist & inheb®indbis-virus, et alfavirus som infiserer
mennesker, og kan tenkes & spille en viktig roliehibering av SAV (Larsen et al., 2004,
Zhang et al., 2007). Det har ogsa blitt vist at {NRar antiviral aktivitet mot SAV3 i

salmonide celler (Sun et al., 2011).
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En viktig strategi for & unnga IFN respons hos noedlemmer av "Old World” alfavirus er
induksjon av transkripsjonell "shut off” (Garmaslaogt al., 2007) som blant annet farer til
inhibering av en antiviral respons, T-celle respogsindusering av apoptose (Ryman og
Klimstra, 2008). Denne mekanismen er ikke kjent38V3, men man observerer allikevel en
nedregulering av proteinsyntesen, dette er i tréd hva som er observert hos "New World”
virus, som farer til at produksjon av antiviraleotin i en infisert celle hemmes (Xu et al.,
2010).

1.5. Hensikt med studiet

Hensikten med dette studiet er a produsere arftistof SAV da dette er et viktig verktgy
innen diagnostikk og forskning.
Delmal

* isolere virus som kan brukes som antigen

« lage kanin antiserum

» teste spesifisiteten av antiserumet
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2. Material og metode

For a produsere antistoff mot et helt virus ma fdest dyrkes i en cellelinje. Viruset ma
isoleres og tilstedevaerelsen av virusproteinet istderte materialet ma vaere tilstrekkelig for
immunisering. | dette studiet ble proteiner analy$eSDS-PAGE og western blott for a
undersgke forekomsten av virusprotein. Videre bl&anin immunisert med antigenet, for &
fa i gang en produksjon av antistoff. Til slutt bkaktiviteten av antistoffet undersgkt mot

antigenet i ELISA og immunfluorescens.

2.1. Celleproduksjon

TO-celler passasje 87, med opphav fra hodenyretsuter hos Atlantisk laks ble benyttet i
dette studiet (Wergeland og Jakobsen, 2001). Gellde farst dyrket i 25 cmNunclorn™
flasker til det var danneet et monolag, og dereitei75 cnf Nunclon™ flasker.
Celledyrkningsmediet bestod av 92,9 % (v/v) MEM fiMium essential medium med Hank’s
balanced salt solution (HBSS) utgrglutamin, BioWhittaker), 0,1 % (v/v) gentamicin
sulphate 50 mg rifl (BioWhittaker), 1 % (v/v)_-glutamine 200 mM (BioWhittaker), 5 %
Fetal bovine serum (FBS) (BioWhittaker) og 1 % JvAD mM non essential amino acids
(NEAA) (BioWhittaker). Flaskene ble splittet ca.€mnv7.-10. dag, avhengig av celletetthet i
flaskene. Flasker med monolag ble vasket med Habklanced salt solution HBSS
(BioWhittaker), trypsinert (Trypsin Versene, BioWthker), lgst opp i 2,0ml
celledyrkningsmedium og splittet med en 1:2 ratibet ble sa tilsatt 12,0 ml
celledyrkningsmedium til hver flaske. Cellene hikubert ved 20 °C i inkubatorskap uten
CO..

2.2. Virusproduksjon

| dette studiet ble det benyttet 4 forskjellige SAdlat, levert fra Veterinaerinstituttet i Oslo
og Pharmaq AS. Isolatene som ble benyttet var $#tjrVetinst2, Pharm1l og Pharm2. Fgrst
ble Veterineerinstitutt isolatene benyttet og supmten fra smittede celleflasker ble
fortynnet 1:50 og 1:10 med smittemedium 1 bestdend66,9 % MEM, 0,1 % gentamicin
sulphate 50 mg rtl 1% (v/v) .-glutamine 200 mM og 2 % FBS. Ved ny smitte ble
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celledyrkningsmediet fjernet og 4,5 ml av fortynn@ussupernatant tilsatt celleflasker med
monolag av TO-celler. Disse ble inkubert i 3 timred 15 °C uten C©far ytterlige 12,0 mi
smittemedium 1 ble tilsatt. Ved dag 6, 8 og 15 wleissupernatanten hgstet, overfart til

50 ml ragr og oppbevart ved -20 °C frem til virusesong.

Modifisert prosedyre

| et forsgk pa & gke smittesuksessen ble det leergmt metode beskrevet av Welsh et al.
(2000) med noen modifikasjoner. Denne metoden l@aytet pa alle fire isolatene.
Celleflaskene med monolag av TO-celler ble entasrfavt direkte til smitte eller vasket med
HBSS far inokulering med 1,0 ml virussupernata®nitime. Etter én time ble det tilsatt
14,0 ml av enten smittemedium 1 eller smittemedurSmittemedium 2 bestar av 97,9 %
MEM, 0,1 % gentamicin sulphate 50 mg il % _-glutamine 200 mM og 1 % NEAA
10mM, 100x. Flaskene ble inkubert ved Tsuten CQ, hgstet etter 8 dager og overfart til
50 ml rar. Far nedfysning og oppbevaring ved°@le virussuspensjonen sentrifugert ved
1400 g i 15 minutt for & pelletere cellene. Denelepelletten ble hastet og resuspandert i
PBS, og omtales som cellepellet 2, CP2. Cellenddranen av de smittede celleflaskene ble

ogsa hgstet og omtales som cellepellet 1, CP1.

Optimalisering av metoden

Det ble benyttet to forskjellige smittemedium, ag tb ble smittemedium 2 (uten FBS)
benyttet da det ikke ble observert noen forskjetl bruk av disse mediene. For & fijerne mest
mulig av vekstmediet ble det valgt & vaske celleresl HBSS fagr smitte. Da det ikke ble
observert noen synlig cytopatogen effekt (CPE)godatene fra Veterinzerinstituttet samt pa
Pharml-isolatet ble det i videre virusproduksjaent til immunisering, benyttet Pharm2-

isolat ettersom dette viste en bedre evne til siaffe en cytopatogen effekt.
Bildetaking

Det ble tatt bilder (Olympus DP11) av de smitteddlene for & dokumentere en eventuell

CPE pa cellene under smitteforlgpet.
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2.3. Bestemmelse av virustiter

For a undersgke viruskonsentrasjonen i pravenéoliierskjellige metoder benyttet: TC4p
og plakk assayTClIDs, gir en indikasjon pa hvilken dose som kreves famféere 50 % av
cellene, mens plakk assay er en kvantifiserend®daesom brukes for & bestemme antall
plakk formende enheter (PFU) i en prgve.

2.3.1. TCIBg

Seks celleflasker med monolag av TO-celler bletfgasket med HBSS, trypsinert og tilsatt
til sammen 30,0 ml celledyrkingsmedium fgr celldsle sadd ut i brgnner. Det ble tilfart
totalt 0,5 ml TO-celler til hver brgnn pa 24 bramater (Nunc). Disse ble inkubert ved 20 °C
frem til dannelse av monolag i brgnnene. Etter a@nlltubering ble celledyrkingsmediet
fiernet og 0,5ml 10 folds virusfortynninger (10- 10'%) av Pharm 2, passasje 8 i
smittemedium 2 ble tilfart brannene. Totalt 6 patkr for hver fortynning ble benyttet.
Platene ble forseglet med tape (Microseal® ‘B’ Asiie Seals, BioRadyg inkubert ved

15 °C uten CQi 8 dager. Etter inkubering ble brannene undersgkbmvendt lysmikroskop
(Axiovert 100, Zeiss) og virustiter ble kalkuletter metoden beskrevet av Spearman-Karber
(Spearman, 1908, Karber, 1931) ved a benytte famn@l.1) vist under:

(1.1) Spearman-Karber formel&jennomsnittlig TCID 50 =X +% xd-dx Z(%J

Hvor, X = log hgyeste fortynning
d = log fortynningsintervall

r = brgnner ikke infisert

n = antall brgnner per fortynning
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2.3.2. Plakk assay

To celleflasker med monolag av TO-celler ble fanatket med HBSS, trypsinert og tilsatt til
sammen 12,0 ml celledyrkingsmedium fgr cellenesdléd ut i brgnner. Det ble tilfart totalt
0,2 ml TO-celler til hver brgnn i en 96 brgnns b(liunc). Disse ble inkubert ved 20 °C frem
til dannelse av monolag i brgnnene. Etter endtbeking ble celledyrkingsmediet fjernet for
0,2 ml 10 folds virusfortynninger (f0- 10%3 av Pharm 2, passasje 8 i smittemedium 2, ble
tilfart brgnnene. Totalt 3 paralleller for hver tigrning ble benyttet. Dette ble inkubert ved
15 °C i én time far virusfortynningene ble fierrog 0,2 ml av smittemedium 2 pa forhand
tilsatt 0,75 % (v/v) karboksymetylcellulose med laskositet (Sigma) ble tilsatt hver brgnn.
Dette ble inkubert ved 15 °C i 8 dager far cellbrefiksert i 0,2 ml formalin, fortynnet 1:9
med 0,01M PBS i én time. Brgnnene ble deretter etafsksiktig med HO og farget ved a
tilsette én drape filtrert 1% (w/v) krystall fidte (Sigma) til hver brgnn.
Krystallfiolettigsningen ble laget ved & blande stafifiolettpulver (K-660, Merck) med
100,0 ml springvann far det ble filtrert med fippapir (sterile filter 0,2@m, Sarstedt).
Overflgdig farge ble fjernet forsiktig med springwafar platene ble lufttarket. Tarre plater
ble undersgkt i et omvendt lysmikroskop (Axiove@0l Zeiss). Plakkene fra to paralleller
hvor plakkantallet & mellom 10 og 100 ble not&ennomsnittsverdien ble benyttet for a

regne ut PFU etter formelen (1.2) nedenfor.

blakk = pfu/ml
xV

(1.2) Formel for utregning av plakk formende enhter:

Hvor, * er gj.snitt av fortynninger hvor
plakkantallet er mellom 10 og 100

d = fortynningsfaktor

V =volum av virusfortynning per
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2.4. Isolering av virusprotein fra supernatant

Metoden som ble benyttet er tidligere brukt av Vééagd og Jakobsen (2001) for isolering av
infectious salmon anaemia virus (ISAV). Virussu@gamten ble sentrifugert ved 3200 x g i
10 minutter for a fierne celler fra supernatanténa supernatanten ble det overfart 36,0 ml til
sentrifugergr (25x89 mm, Ultra clear, Beckman) s@rforhand var tilsatt 1,0 ml sukrosepute
bestdende av 65 % sukrose (se vedlegg) i TNE b(@feédiM Tris—HCI (pH 7,2), 0,1M NacCl,
1mM EDTA). Dette ble videre sentrifugert ved 10D9& g i éntime ved 4 °C.
Viruspartiklene ble forsgkt isolert ved a fiernealeerste 34,0 ml i rgrene for sa & overfgre de
resterende 3,0 ml, fra to rgr, forsiktig til et ngentrifugergr (14 x 89 mm. Ultra clear,
Beckman) med en kontinuerlig sukrosegradient 251%5 %. Dette ble sentrifugert ved
207 570 x g i 20 timer ved 4 °C. Ved synlig virustdble det pipettert ut 1,5 ml fra dette
omradet som videre ble sentrifugert ned ved 286X 9bi én time. Vaesken ble fijernet og
viruspelleten ble oppbevart ved -20 °C for til aisar | SDS-PAGE.

Modifisert prosedyre

Oppkonsentrering av protein i supernatanten blerudtter en metode beskrevet Welsh et al.
(2000), med noen modifikasjoner. Virussupernatariikn sentrifugert ved 1400x g i 15
minutter for & fierne celler fra supernatanten. éoptanten ble tilsatt 2,2 % NaCl og 6 %
(w/v) polyethylene glycol (PEG-8000, Sigma) og sattorsiktig raring ved 4 °C i 18 timer.
PEG presipitatet ble hgstet ved & sentrifugereingen i 90 minutter ved 1400 x g. Videre
ble PEG presipitatet enten resuspandert i PBS pbeyart ved -20 °C for videre analyser i
SDS-PAGE eller resuspandert i 1,5 ml TNE buffedamg pa en kontinuerlig sukrosegradient
(20 % - 60 %). Gradienten ble sentrifugert i 18 einved 102 900 x g. Fra bunnen av
sentrifugergret ble det hgstet 1,0 ml fraksjonedisge ble analysert i SDS-PAGE.

Optimalisering av metode

Det kom ikke noe synlig band i sukrosegradienteeeken far eller etter tilsetting av PEG.
PEG viste seg allikevel & oppkonsentrere proteingmevene, derfor ble metoden beskrevet
for PEG brukt videre. Etter sentrifugering ble PE@sipitat resuspandert i PBS og oppbevart
ved -20 °C frem til proteindialyse og analyser iSPAGE.
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2.4.1. Proteinrensing

PEG presipitatet ble forsgkt renset fritt for PE€dvhjelp av proteindialyse. Dette er en
teknikk som baserer seg pa konsentrasjonsforskjgller en membran. Ugnskede molekyler
med lav molekylvekt fjernes ved at de diffunderet av dialysekassetten, mens
cellulosemembranen i dialysekassetten holder tdbalolekyler pA grunn av molekylvekt.

Metoden ble utfgrt i henhold til leverandgrens pkotl (se vedlegg)

En dialysekassett, Slide-a-Lyzer® (Pierce), mepamestarrelse pa 10 kDa, ble benyttet for &
fierne PEG med en molekylvekt pa 8 kDa. Tint PE@sjpitat fra fire rar, pa forhand
resuspandert i PBS, ble injisert i dialysekassetibranen. Far injisering ble membranen
hydrert i 30 sekunder i PBS. Etter injisering bialgsekassetten oppbevart ved 4 °C i et kar
fylt med PBS. PBS-lgsningen ble skiftet hver 2fej og dialysert prgve ble tatt ut etter
48 timer og 72 timer, dette for a fierne mest mBHEG. Pravene ble sa oppbevart ved -20 °C
for analyser i SDS-PAGE.

2.4.2. Konsentrasjonsbestemmelse av proteinerdrsapant

Konsentrasjonen av renset virusprotein ble fordmstemt med Bio Rad protein assay (Bio
Rad), ved & sammenligne viruspraven med en stakalael hvor bovint serum albumin

(BSA) brukes som standardprotein. Testen er basefargeendringer i Coomassie Brilliant
blue R-250. Ved lav pH har ikke-bundet Coomassi@tetorpsjonsmaksimum pa 470 og
650 nm, mens bundet til protein har det er absonsspaksimum pa 595 nm. Absorpsjonen

ble malt med et spektrofotometer (u-1100, Hitachi)

Mikrometoden er optimal for proteinkonsentrasjonemradet mellom 1,0 — 20j0y mI* og

er lineaer mellom 1,2 og 10@. Coomassie fargelgsning (BioRad) ble fortynnaéti2idH,O

og videre filtrert for a fierne partikler. Fra denfiltrerte fargelgsningen ble 0,9 ml overfart til
kyvetter, og tilsatt 10Qul BSA-lgsning med ulik proteinkonsentrasjon (taldgll Dette gir et
1:4 forhold i totalt prgvevolum pa 1,0 ml. EttemBnutters inkubasjon i romtemperatur ble
absorbansen malt. Som blank prgve ble det bery@@tl av Glycin-HCI (pH 2,7)/Tris-HCI
(pH 9) (blandet 1,0 ml + 6040) i 0,9 ml fargelgsning. Ut fra denne standardiemkan man
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estimere mengden virusprotein tilstede i pravened Whaling av proteinkonsentrasjon i

virusprgvene ble 2QI av det dialyserte viruset blandet med 0,9 mldéégning.

Tabell 1. Blandingsforhold for standardkurve

Standardprgve BSA-stocklaisig ddei
(ug mi™) 2@ mi™ (u) plY

0 0 100,0

1,0 5,0 95,0

2,0 10,0 90,0

5,0 25,0 75,0

10,0 50,0 50,0

2.4.3. Oppkonsentrering av proteiner ved frysetagki

Frysetgrking av praven ble benyttet for & fiernesimeulig PBS-buffer etter proteindialysen.
Metoden baserer seg pa a oppkonsentrere et mateeidla fierne vannet ved sublimasjon fra

frossen tilstand.

Den dialyserte virussupernatanten ble overfgt&iml rgr og frosset ned skratt i rarene for &
fa starre overflate og dermed redusere frysetat&etiNar veesken var frosset ble rgrene satt
til frysetarking (Alpha 1-2 LRy en prosess som tok 24 timer fgr store deler a®-PB
bufferen var fijernet ved sublimasjon. P& denne ma@pkonsentreres proteinene i
prgvematerialet og provene ble oppbevart ved -20ff€n til nye malinger av

proteinkonsentrasjonen ved hjelp av protein assay.
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2.5. Analyse av proteiner

For & kunne identifisere molekylvekten til SAV prmter samt visualisere renheten av
produktet ble falgende metoder benyttet: SDS-PAGHive-PAGE og western blott. Etter
fremkalling ble det tatt bilde (Molecular imager é€@hiDod™ XRS+ imaging system, Bio
Rad) av gelene og membranene.

2.5.1. SDS-PAGE

Elektroforese omhandler separering av elektriskléacholekyler i et elektrisk felt. En vanlig
metode for & separere proteiner pa grunnlag av kylekekt (males i kDa) er ved bruk av
sodium dodecyl sulfate polyacrylamide-gel electaeBis (SDS-PAGE). SDS
(CH3(CH,)10CHOSQ;Na") er en sterk anionisk detergent som binder seprtiteiner og
bryter de ikke-kovalente interaksjonene. Dette ar kensekvens av SDS-molekylenes
negative ladning som gjgr at molekylene frastgt@rdéndre og @delegger proteinstrukturer
slik at proteinene far en mer utstrakt form. Vedil@re varme vil man paskynde denne
prosessen.[3-mercaptoethanol reduserer disulfidbroer som bevaneteinenes tertiger
struktur, og vil ved tilsetting fare til denatunegi av proteinene. SDS-protein-kompleksene
foreligger som anioner og i det elektriske feltetndrer de mot anoden (den positive
elektroden). Hastigheten er stgrrelsesavhengigntiy molekyler vandrer lengre ettersom de

mgter mindre motstand (Walker og Wilson, 2000a).

SDS-PAGE bestar av to geler, en konsentrerendegeain separerende gel (se vedlegg).
Disse gelene har ulik konsentrasjon av polyakrythsom er avgjgrende for porestgrrelsen.
To glassplater som péa forhand var vasket med 7@%oki ddHO og testet for lekkasje ble
montert sammen. Den separerende gelen (12 % akdylamvedlegg) ble farst tilfagrt mellom
glassplatene. For a fa en jevn overflate og foinéire utterking av gelen ble det tilfgrt et tynt
lag med ddHO gverst. Etter 1 time var gelen ferdig polymetisgy vannet ble forsiktig
fiernet far den konsentrerende gelen (4 % akrylars@ vedlegg) ble tilsatt. For a forme
brgnnene ble det satt inn en kam gverst i gelentrédtnetter 45 minutter var gelen ferdig

polymerisert og kammen ble fjernet.

Prgvebuffer (se vedlegg) ble tilsatt prgvene (ufietynninger ble benyttet, se resultat) og

oppvarmet i en termomixer (Eppendorf) til 95 °C indinutter for s a avkjales til
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romtemperatur. 20,0l fra hver prgve, samt 10} av en molekylvektstandard (Silver stain
plus (BioRad), Coomassie blue R-250 (BioRad) famgin1:20 med prgvebuffer eller en
ferdig fortynnet Kaleidoscope (BioRad)) ble tilsditgnnene. Gelene ble plassert i et
elektroforesekammer og tilsatt runningbuffer (sellegg) for elektroforesen ble utfgrt ved
200 Volt, og avsluttet nar det bla bandet haddedniéahten av gelen omtrent etter 45

minutter.

2.5.2. Native-PAGE

SDS danner komplekser med PEG og pavirker dermetgipenes vandring i det elektriske
feltet. Som en alternativ metode til SDS-PAGE bkgive-PAGE benyttet. Dette er en
elektroforeseteknikk som separerer molekyler bas&rstgrrelse og molekylladning, men i

fraveer av SDS.

Native-PAGE bestar av to geler, en konsentrereradeog en separerende gel (se vedlegg).
Disse gelene har ulik konsentrasjon av polyakrytasom er avgjgrende for porestgrrelsen.
To glassplater som péa forhand var vasket med 7@a%oki ddHO og testet for lekkasje ble
montert sammen. Den separerende gelen (12 % akdylamvedlegg) ble farst tilfgrt mellom
glassplatene. For a fa en jevn overflate og foinéire utterking av gelen ble det tilfgrt et tynt
lag med ddHO gverst. Etter 1 time var gelen ferdig polymetisgy vannet ble forsiktig
fiernet far den konsentrerende gelen (4 % akrylars@ vedlegg) ble tilsatt. For a forme
brgnnene ble det satt inn en kam gverst i geleler Bimtrent 45 minutter var gelen ferdig

polymerisert og kammen ble fjernet.

Prgvebuffer (se vedlegg) ble tilsatt pravene (fbriyhning) og oppvarmet til 95 °C i 5 minutt
for sa a avkjgles til romtemperatur. 2@JO fra hver prgve, samt 100 av en
sglvfargingsstandard (Silver stain plus) fortynhg8t0 med prgvebuffer ble tilsatt brannene.
Gelene ble plassert i et elektroforesekammer ogattil runningbuffer (se vedlegg) far
elektroforesen ble utfart ved 200 Volt og ble attslunar det bla bandet hadde nadd kanten

av gelen omtrent etter 45 minutter.
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2.5.3. Fargemetoder

For & visualisere proteinene i gelen etter elektexfe ble det benyttet enten sglvfarging eller
Coomassie Brilliant Blue R-250 farging. Ved sglgiag vil sglvionene (A bindes til
proteiner, bli redusert til metallisk sglv (Ag), eggi en sort eller brun farge pa proteinene.
Ved Coomassie Brilliant Blue R-250 farging vil belgngden endresir fargestoffet binder

til proteiner.

For sglvfarging ble gelene farst fiksert i fiksgswaeske (se vedlegg) i 20 minutter. Deretter
ble gelen vasket med dd®i 2x10 minutter, far farging i fargelgsningen (&ellegg) i ca 20
minutter. Fargereaksjonen ble avsluttet ved attdse % (v/v) eddiksyre (Fluka) i 15 minutter
og ddHO i 5 minutter. Gelene ble oppbevart i dgdH romtemperatur frem til fotografering.
For Coomassiefarging ble gelene tilfart en Cooneafssigelgsning (se vedlegg) i 15 minutter
far gelene ble overfart til en avfargingslasning (&dlegg) i 30 minutter. Gelene ble sa

oppbevart i ddBO frem til fotografering.

2.5.4. Western blott

For a undersgke tilstedevaerelsen av proteinerAia & TO-celler ble det benyttet western
blott. Dette er en metode hvor prgvene som anagsknrst blir separert ved hjelp av SDS-
PAGE, far de blottes over pa en positivt ladetagiédlulosemembran hvor de blir merket med
primeerantistoff som er rettet mot epitoper pa nuifinene. | oppgaven er det benyttet kanin
anti-TO og kanin anti-SAV som er rettet mot epitop& henholdsvis TO-proteiner og SAV-
proteiner. For & detektere primaerantistoffene Hesyket sekundeerantistoff rettet mot
primaerantistoffet, her geit anti-kanin lg, horseshd peroxidase konjugat. Festet til
sekundeerantistoffet er et signalenzym (horserguksbxidase) som ved tilstedeveerelse av et

substrat (luminol) produserer et synlig signal.

Nitrocellulosemembran (0,45 pore, BioRad) sammen med svamper og filterpapir
(BioRad) ble lagt i blgt i blottebuffer (se vedl¢g§tter separering av proteinbandene med
SDS-PAGE ble proteingelen sammen med nitrocellmh@ebranen montert sammen med
svamper og filterpapir i en kassett (figur 5) ot $&t blottekar. Blottebuffer og isblokk ble
tilfart blottekaret og elektroblottingen ble utfeegd 100 Volt i én time.
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Svamp

v

Filterpapir

v

> Proteingel

> Nitrocellulosemembran

Figur 5. Elektroblottoppsett. Gelen som skal blottes legges pa en nitrocekutasnbran.
Dette legges igjen oppa en svamp med et filterpsqin har trukket i blottebuffer. Deretter
legges det pa et filterpapir og til slutt en svampnne sandwichen overfgres til et blottekar
og proteinene gar mot anoden og festes til nittolmaemembranen. Modifisert figur (Walker
og Wilson, 2000a)

Etter elektroblotting ble membranen fuktet i TBSfbu (20 mM, Tris, 500 M NaCl, pH 7,5)
og deretter tilfart en blokkeringslgsning (3 % taeik i TBS-buffer) for & hindre uspesifikk
binding av primaerantistoff til membranen. Dette inleubert i €n time med forsiktig vipping.
Membranen ble vasket 3x5 minutter med TTBS (20 ntid, 500 mM NacCl, 0,05 % Tween-
20, pH 7,5) med forsiktig vipping. Membranen bledskket med primaerantistofflasningen
(se vedlegg). To primeerantistoff ble benyttet; kaamti-TO (fortynnet 1:1000) og kanin anti-
SAV (fortynnet 1:500). Dette ble inkubert i omtrehtimer med forsiktig vipping. Etter endt
inkubering ble vaskeprosedyren gjentatt for mendmanble inkubert med et
sekundeerantistoff (se vedlegg), geit anti-kanirhlyseradish peroxidase konjugat (fortynnet
1:3000), i omtrent 90 minutt med forsiktig vippinged endt inkubering ble membranen
vasket i 2x5 minutter i TTBS. Like far farging bheembranen vasket i TBS i 5 minutter.
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Fargelgsning (se vedlegg) ble tilsatt, og etterremit45 minutter ble fremkallingen stoppet
ved a helle av fargelgsningen og vaske med,@di-x5 minutter. All inkubering og vask ble

foretatt ved romtemperatur og fremkalt membranoplgbevart mgrkt, frem til fotografering.

2.5.5. Smitteforlgp i TO-celler smittet med virys=smatant

For & visualisere infeksjonsforlgpet av virusetQ-tellene ble det foretatt en tidsserie hvor

cellene ble smittet etter vanlig prosedyre.

TO-celler ble smittet med virussupernatant fra RiZarpassasje 7. Smitteprosedyren ble
utfart etter modifisert prosedyre, pkt. 2.4. Toth# flasker ble smittet og én usmittet TO-
flaske ble brukt som kontroll. Fra og med tredjg b& tre og tre flasker hgstet daglig frem til
og med attende dag, og fra disse flaskene ble GR#et Fra kontrollflasken ble cellene
skrapt av bunnen (CP1) da det var lite celler iesnatanten. Prgvene ble frosset ned ved
-20 °C for analyser i SDS-PAGE. Reaktiviteten mell€€P2 og kanin anti-TO ble ogsa
undersgkt i western blott.

2.5.6. Smitteforlgp i TO-celler smittet med CP2

Infektiviteten til CP2 ble undersgkt ved a lgse afmmne pelletten i smittemedium 2 og

benyttet dette til & smitte nye flasker med.

CP2 fra Pharm2, passasje 10 ble lgst opp i 30,6mittemedium 2. Fra denne opplgste
pelletten ble det tilfart 1,0 ml til 30 TO-flaskeg flaskene ble satt til én time inkubering ved
15 °C. En usmittet TO-flaske ble i tillegg brukinsdontroll og ble hastet ved dag 12. Etter
én time ble 14 ml smittemedium 2 tilsatt hver flaglg disse ble satt til videre inkubering ved
15 °C. Fra og med tredje dag ble tre og tre flaigmtet daglig frem til og med dag 12, og fra
disse ble CP1 og CP2 hgstet. Disse pellettene eswadere i oppgaven som CP1p og CP2p,
hvor p star for pellett. Pravene ble frosset ned v20 °C for analyser i SDS-PAGE.

Reaktiviteten mellom disse prgvene og kanin anti-dgkanin anti-SAV ble undersgkt i

western blott.
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2.6. Immunisering av kanin og absorpsjon av aniiser

Antistoff mot SAV ble forsgkt produsert ved a imjiss CP2 i kanin og etter 28 dager ble

serumet tappet.

CP2 fra passasje 8 og CP2 fra passasje 5 fra PhaotaZet ble fortynnet til 1,0 ml med PBS.
Dette ble sendt til Eurogentec i Belgia for immunisg av to kaniner (0560 og 0561), kanin
0560 ble benyttet videre i dette studiet og blé gaten hurtig immunisering (Tabell 2). Det
ble foretatt 4 injiseringer av CP2 og ved hversejing var dosen 125/@. Det ble ogsa
foretatt 3 blgdninger; en far immunisering (preseruen prgvetapping etter 21 dager og siste

tapping etter 28 dager. Bade preserum og serumppleevart ved -20 °C.

Det nyproduserte kanin antiserumet, kanin anti-S8% absorbert med TO-celler. Flasker
med monolag av TO-celler ble trypsinert og vaskegahger i MEM ved & sentrifugere

lgsningen ved 3000 x g i 10 minutter far celler’(@6ller mI*) og serum ble inkubert med lav

agitasjon i 1 time ved 20 °C og 2 timer ved 4 °@ll€he ble sa fiernet ved sentrifugering
3000 x g i 10 minutt. Absorpsjonen ble gjentatt é@t absorberte serumet ble lagret ved
-20 °C for analysering i SDS-PAGE og western blott.

Tabell 2. Immuniserings- og tappeskjema

Kanin 0560
Immunisering 24.07.12
Farste boost 31.07.12
Andre boost 03.08.12
Tredje boost 11.08.12
Tapping
Premium tapping 24.07.12
Medium tapping 14.08.12
Siste tapping 28.08.12
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2.7. Immundeteksjon

Reaktiviteten til kanin anti-SAV ble undersgkt veglp av ELISA og sammenlignet med
reaktiviteten til kanin anti-TO. For & visualisergéirusinfeksjon i TO-cellene ble

immunfluorescens benyttet.

2.7.1. ELISA

ELISA ble brukt for & detektere reaktivitet melldaanin anti-SAV og de ulike antigenene,
CP1, CP2 og usmittede TO-celler. Prinsippene falymen av kaninserum med ELISA er

illustrert i figur 6.

Det ble tatt ut ulik pravemengde fra de ulike astigne: 3 ml CP1, 2 ml CP2 og 3 ml TO-
celler. Disse ble sonikert far tilsetting av PB sit Igsningen til sammen ble 10,0 ml for
hver av antigene. Fra dette ble det tilsatt 190,01 hver brgnn i et 96 brgnns brett
(Maxisorp, Nunc), med unntak av brgnnene langsekarPlatene ble dekket med lokk og
inkubert ved #C over natt. Ubundet antigen ble fiernet ved aehall lgsningen for sa &
vaske brgnnene 3 ganger i 0,05 % (v/v) Tween (MeicRBS (PBS-T). For a hindre
uspesifikk binding til plastoverflaten og blokkeledige bindingsseter ble bragnnene mettet
ved 4 tilsette 200,0l blokkeringslgsning (3 % (w/v) tarrmelk i PBS-Ty inkubert i én time
ved romtemperatur. Etter en time ble vaskeprosedyggentatt far en forhandslaget
fortynningsserie av kanin anti-SAV ble tilsatt bnene. 50,Qu fra hver fortynning ble tilsatt
til to paralleller pa brettet. Preserum og PBS liiekt som henholdsvis negativ kontroll og
blank prgve. Brettene ble inkubert i 2 timer vedantemperatur far vaskeprosedyren ble
gjentatt. Etter vasking ble 10040 konjugat geit anti-kanin Ig (BioRad), fortynne2000 i
PBS-T tilsatt hver brgnn og inkubert i én time wedntemperatur. Vaskeprosedyren ble
gjentatt for 100, av substratlgsning (se vedlegg) ble tilsatt hvenn. Reaksjonen ble
stoppet etter 6 minutter ved a tilsette 10@,2.5 N HSQ, til hver brgnn. Optisk tetthet ble
malt ved hjelp av en spektrofotometrisk mikropladden (Sunrise, Tecan) med en

balgelengde pa 492 nm.
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ah | Produkt |
[linz}ltl I;.
Sekunder antistoff  ————
(geit anti-kanin konjugat) M Gibaras |
Primaer antistoff —— |
(kanin anti-5AV) I

ELISAplate
Figur 6. lllustrasjon av prinsippene bak ELISA. Primaerantistoffet (kanin anti-SAV)
binder spesifikt til epitoper pa antigenet (somming). Sekundzerantistoffet (geit anti-kanin)

binder spesifikt til primeerantistoffet. Pa sekunalatistoffet er linket et enzym (HRP) som
sammen med sitt substrat avgir farge

2.7.2. Immunfluorescens

Spesifisiteten av antistoff-antigen interaksjonendersgkes ved a benytte konjugater
(sekundeere antistoff) med fluorokrom som videreeusdkes i et fluorescens mikroskop
(Zeiss Axioskop 2 plus). Fluorokrom er fluorescefermolekyler og ved absorbsjon av lys,
sender de tilbake lys ved en annen bglgelengde k@Nalbg Wilson, 2000b).

Immunfluorescens ble utfgrt mot smittede TO-celler.

Far immunisering ble TO-celler dyrket i coversligsker (Chamber Slide™, Lab-Tek®) etter
dyrkeprosedyren i pkt. 2.1. Ved monolag ble celleméttet med supernatant, som beskrevet
tidligere og inkubert i 5 dager. Etter inkuberinig Bupernatanten fjernet og flaskene vasket
3x5 minutter i PBS. Fgr fiksering av objektglassed,7 % (w/v) formaldehyd i PBS i
10 minutter, ble coverslippen fjernet. Objektglasseble tilsatt blokkeringslgsning (PBS
tilsatt 0,5 % BSA) og overfart til fuktkammer i 3@inutter for kanin anti-TO fortynnet
1:1000 i PBS med 0,5 % (w/v) BSA ble tilsatt. Debile inkubert i 1 time mgarkt i et
fuktkammer fgr vaskeprosedyren, 3x5 minutter i PBIS, gjentatt. Konjugatet (Alexa fluor
488 geit anti-kanin fortynnet 1:400 i PBS) bledttsog dette ble inkubert markt i 45 minutter
far vaskeprosedyren ble gjentatt. Preparateneufti@iket far montering av dekkglass. For a
farge cellekjernen ble en drape ProLong Gold Adgfan/DAPI tilfart.

29



Material og metode

Optimalisering

Etter immunisering ble TO-celler dyrket i vanligelleflasker etter prosedyren beskrevet i
pkt. 2.1. Ved monolag ble cellene smittet og inktlb& dager far supernatanten ble fjernet
og bunnen av celleflaskene ble skjeert ut. Bunnendal vasket 3x5 minutter i PBS far
fiksering i 3,7 % (w/v) formaldehyd i PBS i 10 miter. Etter fiksering ble flaskebunnen
vasket 2x5 minutter i PBS, preparatene ble luftpdg deretter ble et omradet innringet med
PAP penn. Videre ble det preparatet blokkert i 3@ mPBS med 0,5 % (w/v) BSA far
preparatene ble tilsatt kanin anti-SAV (fortynnetd00 i PBS med 0,5 % (w/v) BSA) og
inkubert markt i én time far vaskeprosedyren, 3xbutter i PBS, ble gjentatt. Konjugat,
Alexa fluor 488 geit anti-kanin (fortynnet 1:400PBS) og Alexa fluor 546 phalloidin
(fortynnet 1:40 i PBS) ble tilsatt og inkubert mrkd5 minutter far vaskeprosedyren ble
gjentatt. Phalloidin, merket med et rgdt fluorokrOftexa 546) binder seg til aktin i cellene
og farger disse rgde, mens geit anti-kanin er maried et grgnt fluorokrom (Alexa 488).
Preparatene ble lufttgrket far montering av dekdgjldor & farge cellekjernen ble en drape
ProLong Gold Antifade m/DAPI tilfart.
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3. Resultater
3.1. Virusproduksjon

Til smitte av TO-celler ble det benyttet fire virsglater: Vetinstl, Vetinst2, Pharml og
Pharm2. Etter smitte ble cellene observert daghgkroskop, men ingen klar cytopatogen
effekt ble observert. Supernatanten fra celler tetnitned Veterineerinstitutt isolatene ble
hgstet ved dag 6, 8 og 15. Til virusproduksjon @t benyttet to ulike smittemedium,
smittemedium 1 (med FBS) og smittemedium 2 (utenS}BDet var imidlertid ingen

observerbar forskjell mellom de to, dermed ble samedium 2 benyttet til virusproduksjon

for & redusere proteinmengden i lgsningen.

Isolatene fra Veteringerinstituttet ble passertigga uten at det gav synlig forandring pa TO-
cellene sammenliknet med kontrollflasken. Ulikeugiiortynninger, 1:50 og 1:10, ble benyttet
ved smitte av cellene, uten at dette gav noen Nistfekt. Pharm1l og Pharm2 isolatene ble
produsert etter modifisert prosedyre (pkt 2.2) &g jpassert henholdsvis 4 og 12 ganger.
Pharm2 isolatet ble passert flest ganger da detob&ervert synlige forandringer pa de
smittede cellene. Tidlig i infeksjonsforlgpet blet @bservert at cellene ble rundere og utover
i infeksjonsforlgpet fikk de et kornete utseendguif 7). Det ble ogsa observert en gkning av
celler i supernatanten. For kontrollflasken ble degt observert noen celler med kornete

utseende, men det var lite celler i supernatanten.

Figur 7. Cytopatogen effekt av Pharm 2 supernatantpassasje 9 i smittemedium uten
FBS. A) 1 time etter smitte, B) 3 dager etter smi@¢,6 dager etter smitte, D) 8 dager etter
smitte og E) usmittede TO-celler som kontroll. (A-IDx forstarrelse. E) 20x forstarrelse)
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3.2. Bestemmelse av virustiter

For & bestemme virustiter ble TGHdg plakk assay benyttet. Da verken tydelige pldide e
CPE kunne observeres i brgnnene er det ikke résufta disse analysene.

3.3. Isolering av virusproteiner fra supernatant

Virusproteiner fra supernatanten ble forsgkt idokdter en metode benyttet tidligere av
Wergeland og Jakobsen (2001), hvor virussupernatknlle konsentreres ved hjelp av
ultrasentrifugering og sukrosegradienter. Ingenshand ble observert i sukrosegradientene,
men andre forfattere fant viruset rett under micienden aktuelle gradienten (Welsh et al.,
2000). Fra dette omradet ble det tatt ut 1,5 ml daden analysert med SDS-PAGE og
sammenlignet med usmittede TO-celler (figur 8).uFém viser proteinprofilen til usmittede
TO-celler samt ingen proteinband fra sukrosegrddien

1 2 3

Figur 8. SDS-PAGE. Analyse av forventet virusomrade sukrosegradienten Brgnn 1 er
molekylvektstandard, brgnn 2 er usmittede TO-cebleann 3 er praver tatt ut i omradet ved
midten av sukrosegradienten. Det ble tilsatt uPOprgve til hver brgnn unntatt
molekylvektstandard, hvor det ble tilsatt 1l0 Gelen er sglvfarget.
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| et forsgk pa & oppkonsentrere virusprotein i sgtant ble PEG benyttet, pkt. 2.4
modifisert prosedyre. Resuspandert PEG presipité&tk buffer ble tilfart sukrosegradienter
og etter sentrifugering ble det hgstet 1,0 ml fiahkar (totalt 11 fraksjoner) fra bunnen av
sentrifugergret. De ulike fraksjonene ble viderealgsert i SDS-PAGE og fra alle
sukrosegradienter som ble laget var der i SDS-PAG&lysene et proteinband ved 66 kDa
som kun var tilstede i fraksjon 10. Dette bandet ikke detektert ved western blott da det
ikke viste noen reaktivitet med kanin anti-TO (désuikke vist). Molekylvekten til dette
proteinet stemmer imidlertid overens med molekyteaktil serum proteinet BSA. PEG
tilsetting ble videre brukt som en metode for ademtrere proteiner fra supernatanten. Etter
utfelling av PEG ble pravene analusert i SDS-PAGE & detektere virusproteinene. SDS
viste seg & danne kompleks med PEG (Zheng etGfl7)20g brgnnene i SDS-PAGE gelen
hvor PEG var tilsatt, fikk en karakteristisk U-foifigur 9A). Ingen proteinband ble observert
under 66 kDa og bandene i SDS-PAGE hadde en kaistitk W-form (figur 9A*). | et
forsgk pa a unngad kompleksdannelsene ble nativeEPfaGakt, men ved fraveer av SDS
denaturerte ikke proteinene slik at proteineneleémdoreld som kompleks som resulterte i

darlig separasjon av proteinene i gelen (reswkta vist).

PEG ble forsgkt fiernet fra presipitat ved hjelpdialyse. PBS-badet som dialysekassetten la
i ble byttet med 24 timers mellomrom og prgvene ta#& ut etter 48 og 72 timer.
Kompleksdannelse mellom PEG og SDS ble redusest é8 timer dialyse (figur 9B) og
ytterligere etter 72 timer (figur 9C). Ogsa prot#indene blir svakere og svakere ved gkt

dialysetid.
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Figur 9. SDS-PAGE analyse av PEG felte proteineiProteinprofil viser far og etter dialyse.
A) Far dialyse. Brgnn 1 og 6 er molekylvektstandardnn 2-5 er prgver fortynnet 1/2 — 1/5 i
prgvebuffer. B) 48 timer med dialyse, brgnn 1 ogy 8nolekylvektstandard, brgnn 2 og 7 er
tilsatt prgvebuffer, brann 3 — 6 er prgver fortynbhd — 1/4 i prevebuffer. C) 72 timer med
dialyse. Brgnn 1 og 7 er molekylvektstandard, bramg 6 er tilsatt pravebuffer, brgnn 3 — 5

er prgver fortynnet 3/1 — 5/1 i prgvebuffer. Gedersglvfarget

33



Resultat

3.4. Konsentrasjonsbestemmelse av virusprotein

Et protein assay ble benyttet for & male proteirgden i de dialyserte pravene.
Mikrometoden ble benyttet da vi hadde lite pravemale til & male proteinkonsentrasjonen.
Det viser seg at proteinmengden i prgvene er layaitenfor standardkurven (figur 10).
Frysetgrking av de dialyserte prgvene ble derfarytiet i et forsgk pa a fijerne PBS ved
sublimasjon, og & oppkonsentrere proteinene. FPimigde ble malt pa nytt med protein
assay, men det var fortsatt lite protein tilstelda.pravene fortsatt ikke inneholdt et malbart

niva av virus etter rensing ble ikke PEG presiditatsupernatant benyttet til immunisering.

0.45

0.4 ¢ 0,393

0D595

0,15
0,1 0,106

0.05 ® 0,059

0 2 4 6 8 10 12
ng BSA

Figur 10. Standardkurve med albumin for maling av poteinkonsentrasjon.
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3.5. Analyse av celleassosierte proteiner

Tilstedeveerelsen av virusprotein i celleassosiaatenmle fra smittede celler ble undersgkt
ved hjelp av SDS-PAGE. Etter infeksjon ble prowt tit ved ulike dager etter smitte og

undersgkt for proteinmgnster. Proteinfarging av $I2&E viser at det kom frem ekstra

proteinband i 31 kDa omradet i de infiserte celldde ekstra bandene var tydelige ved dag 6
og 8 (figur 11). Samtidig ble de eksisterende bardsterkere og sterkere utover i

infeksjonsforlgpet.

De ekstra bandene var ikke tilstede i uinfisertecEler, mens bandet rett over 31 kDa som
er tilstede bade i infiserte og uinfiserte celletas & vaere et TO-protein.

1 2 3 4 3 [ 7 E 4

Figur 11. SDS-PAGE av CP2-tidsserie smittet med wviissupernatant Brgnn 1 og 3 er
molekylvektstandard, brgnn 2 er usmittede TO-ceblesnn 4-9 er henholdsvis dag 3-8 etter
smitte. Det ble tilsatt 20l prgve til hver brgnn unntatt molekylvektstanddngipr det ble
tilsatt 10pl. Pil viser et proteinband som ikke er tilstedgrifiserte celler. Gelen er sglvfarget
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Et western blott pd samme tidsserie ble utfart hnemktiviteten av kanin anti-TO mot

proteinene fra CP2 ble undersgkt (figur 12). Blottser reaktivitet mot TO-proteiner og man
ser flere band i omradet mellom 37 og 50 kDa olgéied som ligger ved 20 og 25 kDa. Pilen
i blottet viser omtrent 31 kDa som er molekylvektérdet ekstra proteinbandet som dukket

opp ved dag 6 i SDS-PAGE analysene. Dette bandet ungen reaktivitet med kanin anti-

TO.
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Figur 12. Western blott av CP2-tidsserie smittet me virussupernatant, testet mot kanin
anti-TO. Brgnn 1 og 3 er molekylvektstandard, brgnn 2senitiede TO-celler (CP1), brgnn

4-9 er henholdsvis dag 3-8 etter smitte. Det Wkatli 20pl preve til hver brgnn unntatt
molekylvektstandard hvor det ble tilsatt 110
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3.6. Immunisering av kanin

CP2 fra Pharm2 isolatet, passasje 5 og 8, ble tenyil immunisering av kanin.
Proteinprofilen til dette isolatet er vist i figiB. Tre uker etter immunisering ble det foretatt
en prgvetapping for & undersgke reaktiviteten disemmet mot usmittede TO-celler og
CP2, passasje 9, samt at preserumet ble benyttetnsgativ kontroll for a se at det ikke
foreld noen reaktivitet forut for immunisering. Rximene ble analysert i SDS-PAGE (figur
13A) og western blott. Preserumet viser ingen reit mot verken TO-celler eller CP2
(figur 13B), mens prevetappingen (figur 13C) viseaktivitet mellom kanin anti-SAV og
CP2, der man ser sterke band mellom 37-50 kDa epbXDa. Av samme figur ser man ogsa

at serumet viser noe reaktivitet med de usmittedecéllene.
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Figur 13. Analyse av preserum og prgvetapping av kanserum. A) SDS-PAGE. Brgnn 1
er molekylvektstandard for sglvfarging, brann Ziemittede TO-celler (CP1) og brgnn 3 er
CP2 (dag 8 etter smitte). B) Western blott med igar@serum (fortynnet 1:500). Brgnn 1 er
molekylvektstandard, brgnn 2 er usmittede TO-cdl&P1) og brenn 3 er CP2 (dag 8 etter
smitte). C) Western blott med fgrste serumtappirigrtynnet 1:500). Brgnn 1 er
molekylvektstandard, brgnn 2 er usmittede TO-cdl&P1) og brenn 3 er CP2 (dag 8 etter
smitte). Det ble tilsatt 20l preve til hver brgnn unntatt molekylvektstandartr det ble
tilsatt 10pl. Gelen er sglvfarget.
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3.7. Analyse av TO-celler smittet med CP2

TO-flasker ble smittet med CP2, passasje 10, oppbsittemedium 2. Fra disse flaskene ble
bade CP1p og CP2p hgstet fra tredje dag og videweutil og med dag 12. SDS-PAGE med
CP1p fra tidsserien viser liten forskjell mellom slmittede cellene og usmittede TO-cellene
(figur 14). Det er sterke band ved omtrent 31 o4, men disse kommer ogsa frem pa de
usmittede TO-cellene (brgnn 14). Western blottkpet pA samme tidsserie, og her ser man
reaktiviteten mellom CP1p og kanin anti-TO (figusA) samt kanin anti-SAV (figur 15B).
Av begge blottene er det flere sterke band mell@n@50 kDa.

Figur 14. SDS-PAGE av CP1p-tidsserieBrgnn 1 og 8 er molekylvektstandard, brgnn 14 er
usmittede TO-celler. Brgnn 2-7 er CP1p hgstet hielshiz dag 3-8 etter smitte. Brgnn 9-13
er CP1p hgstet henholdsvis dag 9-12 etter smitienB9 og 10 er tilsatt samme prgve. Det
ble tilsatt 20ul prgve til hver brgnn unntatt molekylvektstandarr det ble tilsatt 1Ql.
Gelen er sglvfarget
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Figur 15. Western blott av CP1p-tidsserie A) Reaktiviteten med kanin anti-TO, B)

Reaktiviteten med kanin anti-SAV. Brgnn 1 er molekitstandard, brgnn 2 er usmittede

TO-celler, brgnn 3-7 er CP1p hgstet henholdsvis81ag etter smitte. Det ble tilsatt 0

prgve til hver brgnn unntatt molekylvektstandardridet ble tilsatt 1qul.
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Analyse av CP2p med SDS-PAGE er vist i figur 16. flguren ser man flere sterke band,
blant annet ved omtrent 31 og 14 kDa. Ved omtrdnkBa ser man proteinband som blir
sterkere og sterkere utover i smitteforlapet. Dbfiadet er ogsa tilstede i brannene som er
tilsatt usmittede TO-celler, men er mye svakerendgé ved omtrent 14 kDa antar vi er et
celleprotein da man ogsa finner dette igjen i TOeoe. Et western blott ble utfgrt for a
sjekke reaktiviteten av kanin anti-TO (figur 17Ay absorbert kanin anti-SAV (figur 17B)
mot CP2p. Av blottet ser man at kanin anti-TO reagened flere protein, spesielt de med
hgy molekylvekt. Absorbert kanin anti-SAV reagereegionen mellom 37 og 50 kDa og
rundt 20 kDa.

Figur 16. SDS-PAGE av CP2p-tidsserieBrgnn 1 og 14 er molekylvektstandard, brgnn 2 og
13 er usmittede TO-celler, brgnn 3-12 er CP2p hésteholdsvis dag 3-12 etter smitte. Det
ble tilsatt 20ul prgve til hver brgnn unntatt molekylvektstandarr det ble tilsatt 1Ql.
Gelen er sglvfarget.
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Figur 17. Western blott av CP2p-tidsserie A) Reaktiviteten med kanin anti-TO. B)
Reaktiviteten med kanin anti-SAV etter absorberinged TO-celler. Brgnn 1 er
molekylvektstandard, brgnn 2 er usmittede TO-cebbesnn 3-7 er CP2p hgstet henholdsvis
dag 8-12 etter smitte. Det ble tilsatt @0prave til hver brgnn unntatt molekylvektstandard
hvor det ble tilsatt 1Qil.
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3.8. Immundeteksjon

Reaktiviteten til kanin anti-SAV ble undersgkt veglp av ELISA og sammenlignet med
reaktiviteten til kanin anti-TO og preserum. Immiunfescens ble benyttet for & observere

effekt av virusinfeksjon pa TO-celler og reaktivitgar kanin anti-SAV serumet.

3.8.1. ELISA

Reaktiviteten mellom kaninserum og de tre antigen@P1, CP2 og usmittede TO-celler) ble
undersgkt i ELISA. ELISA ble utfgrt som beskrevatar pkt. 2.7.1. Kanin anti-TO og kanin
anti-SAV ble fortynnet fra 1:400 til 1:204800, mepeeserum ble fortynnet fra 1:400 til
1:102400 og resultatet er vist i figur 18. Reaksjanvene viser at kanin anti-TO og kanin
anti-SAV reagerer kraftig med bade TO-cellene ogmétede cellepellettene (CP1 og CP2),
mens verdiene for preserum (negativ kontroll) vigent over lave verdier. | tilegg til en
negativ kontroll ble det ogsad benyttet blanke pref®BS). De blanke prgvene hadde en
giennomsnittlig verdi pa 0,108, 0,1465 og 0,096 Henholdsvis TO-celler, CP1 og CP2.
Figuren viser at det har veert en immunrespons nirz Cimmunisert kanin da kanin anti-
SAV reagerer kraftig med de ulike antigen i brgreeig vi ser at det er en kryssreaksjon

mellom kanin anti-SAV og TO-cellene.
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TO-celler
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Figur 18. ELISA. Reaktiviteten mellom kaninserumene (kanin anti K&nin anti-SAV og
preserum) og CP1, CP2 og usmittede TO-celler. @veraktiviteten mellom kaninserumene
og TO-celler. Midten) Reaktiviteten mellom kaningsaene og CP1. Nederst) Reaktiviteten
mellom kaninserumene og CP2.
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3.8.2. Reaktivitet mellom kanin anti-TO og smitt€@eceller

Far immunisering av kanin ble reaktiviteten melléanin anti-TO og CP1 undersgkt ved
immunfluorescens som beskrevet under pkt. 2.7dskeine ble hgstet ved dag 5 etter smitte
og resultatet er vist i figur 19. Bildene viser baittakt kjerne og cellemembran pa TO-
cellene. Andre bilder, ikke vist her, viser imididrat det er noen celler hvor kun kjernene er

igjen, som tyder p& at dette isolatet (Pharm2CHE pa cellene.

A

Figur 19. Immunfluorescenspreparater av TO-celler Sdager etter smitte.A) 40x
forstagrrelse. B) 63x forstgrrelse. Cellene er irdatilned kanin anti-TO (1:400) og geit anti-
kanin Alexa Fluor 488 (grant). Cellekjernene er keémed DAPI (blatt)
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3.8.3. Reaktivitet mellom kanin anti-SAV og smatéd-celler

Etter immunisering ble reaktiviteten av kanin &8V undersgkt med immunfarging av
smittede celler. Resultatene viser tydelig reaksymlom kanin anti-SAV og enkeltceller i
SAV smittet TO-celle preparat (figur 20B), i tillggbserveres litt bakgrunnsfarging i deler
av noen celler. Kanin anti-SAV reagerer ogsa mdkkrceusmittet TO-celle preparat (figur

20A), men reaksjonen er noe mindre.

Figur 20. Immunfluorescenspreparater.A) usmittede TO-celler og B) SAV smittede TO-
celler, 5 dager etter smitte. Cellene er inkubextikanin anti-SAV (1:1000), geit anti-kanin
Alexa Fluor 488 (gregnt) og Alexa Fluor 546 (rgdirger actin i cellene). Cellekjernene er
merket med DAPI (blatt). (20x forstarrelse).
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4. Diskusjon

Antistoff er proteiner produsert av B-celler og sgjenkjenner spesifikke epitoper pa et
antigen. Denne spesifisiteten gjgr at antistoffeerviktig verktgy innen diagnostikk og
forskning. For SAV eksisterer det per i dag ikk&@tmersielt tilgjengelig antistoff, men det
er imidlertid publisert flere arbeid hvor det eittblaget monoklonalt antistoff mot SAV
produsert i CHSE-214 celler (Todd et al., 2001, $kiett al., 2000). Badde CHSE- og TO-
celler er vist & gi godt utbytte av SAV (Grahamakt 2008) og vi har i vart arbeid valgt a
bruke TO-celler for SAV produksjon. Polyklonalt smoff lages ved & immunisere kanin med
et sa rent antigen som mulig, og vi benyttet titemale rensemetoder som Todd et al. (2001)

og Welsh et al. (2000) i et forsgk pa & isolerasfirotein fra supernatant.

4.1. Dyrking av virus

Viruset ble dyrket ved 15 °C da dette er vist devagatimal temperatur for SAV produksjon i
TO-celler (Graham et al., 2008). For virusprodukdpbe det benyttet to ulike smittemedium
(med og uten FBS). Da det ikke var noen observefbeskjell i bruken av disse ble
smittemediumet uten FBS benyttet videre. | likhetdnTodd et al. (2001) og Welsh et al.
(2000) hadde vi vansker med a observere CPE ineelRisse benyttet imidlertid CHSE-214
celler. Andre studier har derimot observert at SA¥userer CPE i CHSE-214 celler tidlig i
infeksjonsforlgpet (Graham et al., 2008, Karlsenakt 2006). | disse studiene benyttet
forfatterne imidlertid et smittemedium som inneldiBS og Lopez-Doriga et al. (2001) fant
at bruk av smittemedium med FBS gav, i CHSE cel&f,ganger hgyere virustiter i
supernatanten enn uten FBS. Om dette ogsa eletifi@ SAV produksjon i TO-celler er
uvisst, men det kan veere en medvirkende arsakditaikke var tilfredsstillende virusutbytte
fra gradientrensingene.

Ettersom det var vanskelig & observere CPE pa rcalaittet med isolatene fra
Veterinaerinstitutt og Pharml ble viruset hgstet ded) 6 og 8 da andre forfattere har
rapportert om hgy virustiter i TO-celler og CHSHieeved disse tidspunktene (Graham et
al., 2008, Welsh et al., 2000, Todd et al., 208tben flasker ble ogsa hgstet etter 15 dager da
Gahlawat et al. (2009) rapporterte om komplett CHB-celler ved dag 14. Vi observerte
imidlertid ingen forskjell pa cellene smittet meetinstl, Vetinst2 og Pharm1l sammenliknet
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med kontrollflasken, selv etter 15 dager. Ved smitted Pharm?2 isolatet ble det imidlertid
observert CPE i cellene: de ble rundere i formikh, ¢t mer kornete utseende og det var mye
celler i supernatanten, og det ble besluttet deheslier smittet med Pharm2 etter 8 dager.
Morfologiske forandringer ble ogsa observert pdece i kontroliflasken, men i en mye
mindre grad enn i de smittede flaskene. Mulighdtmna indusere CPE i celler er bade
temperatur- virus- og cellelinjeavhengig (Grahanalgt2008). SAV er vist a replikere hurtig
og resultere i CPE i TO-celler da disse produskteeiMx protein (Collet og Collins, 2009,
Gahlawat et al., 2009). Dette gjgr TO-cellene tilgod kandidat for produksjon av SAV.
Mulige forklaringer pa at det bare ble observerEGHO-cellene smittet med Pharm2 isolatet
er at de andre virusisolatene har blitt inaktiveviert lite infektive eller at det har veert lite

replikerende virus til stede.

4.2. Rensing av virusprotein fra virussupernatant

En ultrasentrifugeringsmetode, tidligere brukt aergéland og Jakobsen (2001) for isolering
av ISAV, ble benyttet i et forsgk pa a isolere ogpkonsentrere virusproteinene fra
Veterinaerinstitutt isolatene. Det ble ikke obsensnlige band i sukrosegradientene og ved
analyser i SDS-PAGE kom det ikke frem noen bandpreteinfarging. For a oppkonsentrere
proteinene i prgvene ble det forsgkt en metoderbeskav Welsh et al. (2000) hvor PEG
tilsettes for a felle ut proteiner. Proteinene Wdd#t ut og PEG presipitatet ble tilfort
sukrosegradienter. Det lyktes ikke & fa noe blakké&hd i gradienten, men de ulike
fraksjonene ble analysert i SDS-PAGE da andre ailsvde studier rapporterte om
virusprotein i fraksjon 7 og 8 (Todd et al., 200¥elsh et al., 2000). Vi fikk ikke frem noen
proteinband i disse fraksjonene, men vi fikk fremseakt proteinband i SDS-PAGE pa
omtrent 66 kDa i fraksjon 10 som kom frem i alladjentene. Ut i fra molekylvekten antar vi
at dette er serumproteinet albumin, da celleflaskea dette tidspunktet ikke ble vasket far
tilsetting av smittemedium 2 og dermed kan det &atJitt FBS igjen i flasken. En mulig
arsak til at det ikke ble funnet noen proteineradienten er at PEG pelletten ikke ble godt
nok lgst opp i TNE buffer fgr den ble lagt pa gesdén og dermed ble liggende pa toppen
ogsa etter sentrifugering. Man skulle da likevel/émte a finne proteinband i analyser av de
hgye fraksjonene i SDS-PAGE. En annen mulighet terdet har veert lite virus i
supernatanten, enten fordi det var lite replikeeenidus til stede fra begynnelsen, eller fordi

det ble benyttet et smittemedium uten FBS.
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4.3. Celleassosiert virusprotein

Da det ikke lyktes & isolere virus fra supernatartie ogsa andre renseprodukt undersgkt for
virus. CP1 og CP2 henholdsvis cellepellet fra bunae smittede celleflasker og pelletterte
celler fra virussupernatanten ble undersgkt. Amalgsy disse i SDS-PAGE viste sterke band
ved omtrent 31 kDa og 14 kDa i begge cellepellettdda CP1 er skrapt fra bunnen av
flasken antar vi at det vil veere mer TO-proteirstéte i denne pelletten i forhold til
virusprotein og vi valgte derfor & undersgke CPZmmeee. Imidlertid viste Herath et al.
(2012) at virustiter var hgyest i celleassosiertemale ved dag 3 og 5, mens vi hgstet de
smittede cellene ved dag 8.

For & se en eventuell utvikling i proteinmgnstatei smittede cellene ble det foretatt en
tidsserie hvor man sa pa proteinprofilen ved titiki smitteforlgpet. CP2 ble hgstet fra dag 3
til dag 8 og analysert i SDS-PAGE (figur 11). Diss®alysene viser et band i omradet rett
over 31 kDa i de smittede cellene, som vedvarevantinfeksjonsforlgpet. Et band med
samme molekylvekt observeres ogsa i de usmittede€ell®ne og antas & veere et TO-protein.
Ved dag 6 kommer det frem et sterkt proteinbantived 31 kDa som ikke observeres i de
usmittede TO-cellene. Dette bandet viser helleemngeaktivitet med kanin anti-TO i western
blott fra samme tidsserie (figur 12). Man har pefag funnet molekylvekten til flere av
proteinene til SAV, blant annet E1 og E2 pa hentwki55 og 50 kDa (Welsh et al., 2000).
Andre forfattere har estimert at molekylvektenkalpsidproteinet er mellom 31 og 35 kDa
(Karlsen et al., 2010b, Todd et al., 2001), ogeds&tmsvarer med proteinbandet observert fra
dag 6. SAV er imidlertid vist & ha en nedregulerangproteinsyntesen (Welsh et al., 2000,
Xu et al., 2010), og ikke "shut off” slik som emy@ortert fra andre alfavirus (Garmashova et
al., 2007). Det kan derfor ikke utelukkes at detatia kapsidproteinet er et TO-protein

produsert i en respons pa virusinfeksjon.

| et forsgk pa a teste infektiviteten til CP2 bkt tbretatt en ny tidsserie hvor TO-celler ble
smittet med CP2 opplgst i smittemedium (figur 13-1Det ble ikke observert samme
forandringer i cellene som ved smitte med virussugtant, men CP1p og CP2p ble hgstet og
analysert. Ved analyser av smitteforlgpet i SDS-EA®M det ikke frem ekstra band ved
dag 6 slik vi observerte i tidsserien fra cellerittgh med virussupernatant. Det er per i dag
ikke funnet ferdige SAV-partikler inne i celler, dgtte er en mulig forklaring pa hvorfor CP2
ikke er infektiv (Herath et al., 2012). Det er kdivel en mulighet for at noe virus kan veere
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celleassosiert og at det eventuelt vil ta lengkfdi viruset far etablert en infeksjon. Ettersom
det ble benyttet en cellepellet til immuniseringy et forventet at antistoffet ville reagere
med TO-proteiner. Dermed ble reaktiviteten melloamik anti-SAV og kanin anti-TO mot
CP1p og CP2p undersgkt (figur 15 og 17). Disseyarak viser flere sterke band i omradet
mellom 37 og 50 kDa i bade CP1p og CP2p, og igijleo band mellom 20 og 25 kDa ved
bruk av begge antistoffene. Vi ser derimot ingestiekband ved bruk av anti-SAV i forhold
til anti-TO. Vi hadde forventet & finne igjen printet fra farste tidsserie (figur 11) som vi
antar er kapsidproteinet, men da denne tidsseriemétet med CP2 og vi ikke ser samme
smitteforlgp i denne tidsserien antar vi at dekikk noe kapsidprotein tilstede eller sveert lite
slik at det ikke reagerer.

4.4. Produksjon av antiserum

Vi fant celleassosierte virusprotein og CP2 bleggpénnlag av dette benyttet til immunisering
av kanin. Det er imidlertid vist at immunisering leanin eller mus med SAV som ikke er fritt
for celleprodukt ikke fungerer som et optimalt immogen og den antivirale immunresponsen
vil veere darlig (Todd et al., 2001). Antiserumetnsble produsert antas & ha reaktivitet mot
bade TO-proteiner og SAV-proteiner da vi benyttat eellepellet til immunisering. Vi
undersgkte vart kanin anti-SAV serum mot usmitt€@eceller og CP2 i western blott (figur
13). Blottet viser at kanin anti-SAV reagerer medt@iner i omradet mellom 37 og 50 kDa i
bade de smittede cellene (CP2) og usmittede T@w&llmen reaktiviteten er betydelig
sterkere i CP2. Vi ser ogsa reaktivitet med baneh skke vises i de usmittede cellene.
Reaktiviteten til preserumet ble ogsa undersgkt) et var ingen reaksjon mellom dette og

usmittede TO-protein eller CP2.

ELISA testen viser at det har veert en kraftig imnespons i kaninen og at det har blitt laget
antistoff mot CP2. Det viser ogsa at dette serutmmt kryssreagerende antistoff mot
komponenter i TO-cellene. Dette er som forventetGRR2 inneholder TO-proteiner som

kaninen vil kunne lage antistoff mot. Kanin antiA8&erum ble ogsa testet for reaktivitet
med virusinfiserte TO-celler ved bruk av immunflescens og gav kraftig reaksjon
sammenliknet med usmittede celler, og man ser sfarging i cytoplasma. Denne

lokaliseringen av kapsidproteinet ble ogsa funnetkarlsen et al. (2010b) ved bruk av

CHSE-214 celler, mens det i BF-2 celler er lokatibade i cellekjernen og cytoplasma. Man
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ser allikevel ogsa en reaktivitet mellom kanin €WV og de usmittede TO-cellene, men
denne reaktivteten er mer flekkvis distribuert earatet og viser ikke reaktivitet med hele
celler slik man ser i det infiserte cellene. Déyiger pa at serumet inneholder virus-spesifikke
antistoff, men at serumet ma ytterligere absorbenesl TO-celler og testes ved hgyere
fortynning for & fierne uspesifikk binding til celkpitoper. Dette vil da vise om det er mulig &
fa en tilfredsstillende spesifisitet med bruk attél@ntistoffet.

4.5. Konklusjon og fremtidsaspekter

| denne oppgaven ble SAV antigen funnet & vaere dl@-assosiert og pelletterte celler fra
virussupernatanten, kalt CP2 ble benyttet til immsering av kanin. Analyser av denne
cellepelletten viser et protein med en molekylvekt31 kDa, dette er samme molekylvekten
som andre forfattere har funnet for kapsidproteilstte tyder pa at det er virusprotein
tilstede i materialet vi valgte & immunisere medmSforventet inneholdt kaninserumet
kryssreagerende antistoff mot TO-celle komponerfesting av kanin anti-SAV serum pa
SAV infiserte TO-celler viste en sterk reaktivitgdbm ikke kom opp i de usmittede TO-
cellene. Resultatet indikerer at ved videre absarbekan det vaere mulig at antiserum far
tilfredsstillende spesifisitet til bruk for pavisj av SAV i ulike tester. Absorberingsmetoden
vi har benyttet i oppgaven er basert pa & absodmtenet med hele TO-celler for & redusere
kryssreaktiviteten med proteiner fra TO-cellened\&evidere absorbere viruset pa nytt med
knuste TO-celler vil man fijerne mulige kryssreak&osom serumet har mot proteiner inne i
TO-cellen. Det hadde ogsa veert interessant a brakan anti-SAV mot smittede BF-2 og
CHSE-celler for & se om lokaliseringen av kapsitiinet er lik det som er funnet i tidligere
studier. Ved bruk av kanin anti-SAV pa andre srditeelletyper enn TO-celler vil muligens

kryssreaktiviteten reduseres ytterligere.
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6. Vedlegg

6.1. Oppskrifter pa lgsninger benyttet i dette m@sbeidet

Celleproduksjon

- Vekstmedium TO-celler (200 ml)

o FBS (BioWhittaker 14-701F)

0 L-glutamine, 200mM (BioWhittaker 17-605E)

0 Non essencial amminoacid (NEAA)
(BioWhittaker 13-114E)

o Gentamicin sulfate, 50mg/mi
(BioWhittaker 17-518L)

o MEM (Minimum essential medium med
Hank’s balanced salt solution (HBSS)
uten -glutamin) (BioWhittaker 12-127F)

Virusproduksjon

- Smittemedium 1 PD (200ml)

o FBS (BioWhittaker 14-701F)

0 L-glutamine, 200mM (BioWhittaker 17-605E)

0 Non essencial amminoacid (NEAA)
(BioWhittaker 13-114E)

o Gentamicin sulfate, 50mg/mi
(BioWhittaker 17-518L)

o MEM (Minimum essential medium med
Hank’s balanced salt solution (HBSS)
uten,-glutamin) (BioWhittaker 12-127F)
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- Smittemedium 2 PD (200ml)
0 L-glutamine, 200mM (BioWhittaker 17-605E) 2,0 ml
0 Non essencial amminoacid (NEAA) 2,0 ml

o Gentamicin sulfate, 50mg/mi
(BioWhittaker 17-518L) 200,01
o MEM (Minimum essential medium med
Hank’s balanced salt solution (HBSS)
uten,-glutamin) (BioWhittaker 12-127F) 195,8 mi

Virusisolering

e Sukrosegradient

- TNE-buffer
o Tris base (Fluka) 12114 g
o NaCl (Sigma) 5,8410¢g
o EDTA (Sigma) ®722¢g
o ddHO 1 liter

pH justeres til 7,2

- 65 % sukrose (500,0 ml)
0 325 g sukrose (Fluka) til 500 ml TNE-buffer

- 25% sukrose (200 ml)
0 77 ml av 65% sukroselgsningen til 123 ml TNE-buffer

Analyse av proteiner

e SDS-PAGE
- 10% (w/v) APS
o Ammonium persulfat (Sigma) 100,0 mg
o ddHO 1,0 ml

Lages rett far bruk
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- 1,5 M Tris-HCI, pH 8,8
0 Tris base 30,39
o ddH.0 80,0 ml
juster pH til 8,8

- 0,5 M Tris-HCI, pH 6,8
0 Tris base 6,09
o ddH0 60,0 ml
juster pH til 6,8

- Prgvebuffer
o ddHO 3,55 ml
o 0.5M Tris-HCI, pH 6,8 1,25 ml
o Glycerol (Sigma) 2,5 ml
o 10 % (w/v) SDS (Sigma) 2,0 ml
o 0.5 % Bromophenol blue (BPB) 0,2 mi

Oppbevares i romtemperatur! 5Q;0B-mercapthoetanol tilsettes 95Q;0

prgvebuffer

- Running buffer, pH 8,3

0 Tris base 30,39
o Glycine (Sigma) 14409
o SDS 10,09
0o ddH.0 1,01

pH skal ikke justeres, oppbevares ved 4 °C

- Separerende gel 12 % 2 geler 4 geler
o ddHO 4,4 ml 8,8 ml
o 1,5M Tris-HCI, pH 8.8 2,5ml 5,0 ml
o 10% SDS 100,0l 200,0ul
0 40 % acrylamide/BIS (Fluka) 3,0 mi 6,0 ml
o 10% APS 50,@l 100,0ul
o TEMED (Fluka) 5,Qu 10,0l
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Konsentrerende gel 4 %

o ddHO
0.5M Tris-HCI, pH 6.8
10% SDS
40 % acrylamide/BIS
10% APS
TEMED

o O O O O

- Native PAGE

Prgvebuffer (10,0 ml):
o ddHO
Tris-HCI 0,5M, pH 6,8

0
o Glycerol
0

0,5 % Bromophenol Blue

Running buffer, pH 8,3

o Tris base
o Glycine
o ddH,0

pH skal ikke justeres, oppbevares ved 4 °C

12 % akrylamide gel:
o ddHO
0 40 % acrylamide/BIS
o 1,5M Tris-HCI, pH 8,8
4 % akrylamide gel

o ddHO
0 40 % acrylamide/BIS
o 0,5M Tris-HCI, pH 6,8

6,4 ml
2,5 ml
100,0l
1,0 ml
50,@l

5,0ul

Vedlegg

9,6 ml
3,75 ml
150,0ul
1,5ml
75,00l
15,0ul

5,55 ml
1,25 ml

3,0ml
0,2 ml

30,3 g
144,1 g
1,0 |

9,0 ml
6,0 ml
50ml

9,75 ml

1,5ml
3,75 ml
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e Sglvfarging

- Fiksering
0 Metanol (Sigma) 200,0 mi
o Eddik syre (Sigma) 40,0 ml
o Fixative enhancer concentrate (Bio Rad) 40,0 ml
o ddH0 120,0 ml

- Fargelgsning :
o ddHO 35,0 ml
o Silver complex solution (Bio Rad) 5,0 ml
0 Reduction Moderator solution (Bio Rad) 5,0 ml
o Image development reagent (Bio Rad) 5,0 mi
o Development accelerator solution (Bio Rad) 50,0 ml

Lasningen lages rett fgr bruk. Development accébersolution

(romtemperert) tilsettes resten av lgsningen matférging

- Stopplgsning:
o Tilsett 5 % eddiksyre i 15 min.

+ Comassie blue

- Fargelgsning:
o0 Coomassie blue R-250 (BioRad) 0,1 %
o EtOH 40 %
o Eddiksyre 10 %
o ddH,O 50 %

Farges i 15 minutt eller over natt

- Avfarging:
o EtOH 20 %
o Eddik syre 10 %
o ddH,O 70 %

Avfarges i 30 minutt eller over natt. Ved svakecbkan det veere lurt &

avfarge i 30 minutt, da de kan forsvinne ved laniaging.
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Western blott

10x Blottebuffer

o Tris 7,579
o Glycin 36,09
o ddH0 250,0 ml

10x TBS (200 mM Tris, 5 M NaCl, pH 7,5)

o Tris 12,11 g
o NaCl 146,19
o ddH,0 500,0 ml

1x Blottebuffer

o0 10x blottebuffer 100,0 ml
0 metanol 200,0 ml
o ddH,0 700,0 ml

1x TBS (20 mM Tris, 500 M NacCl, pH 7,5)

o 10x TBS 100,0 ml
0o ddH0 900,0 ml

TTBS (20 mM Tris, 500 mM NacCl, 0,05 % Tween-20 p8)7
o Tween-20 (Sigma) 350,0
0o 1xTBS 700,0 ml

Blokkeringslgsning (3 % tgrrmelk i TBS-buffer)
o0 Tarrmelk (Fluka) 3,09
o TBS 100,0 ml

Antistoff buffer (1 % tarrmelk i TTBS-buffer)
o Tarrmelk 2,00
o TTBS 200,0 ml
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- Primeerantistoff Igsning

o0 Kanin anti-TO fortynnes i antistoffbuffer
0 Kanin anti-SAV fortynnes i antistoffbuffer

- Sekundeer antistoff
o0 Konjugat (geit anti-kanin) (DAKO)

o0 antistoff buffer

- Horse radish peroxidase (HRP) substratlgsning
0 10x HRP fargebuffer (Bio Rad)
o ddH,0
o0 HRP fargestoff B (Bio Rad)
o0 HRP fargestoff A (Bio Rad)
Lages klar rett far bruk

Immundeteksjon

e ELISA
- PBS,pH73
0 NaHPOx2H,0 (Sigma)
0 KHyPO, (Fluka)
o NacCl
o ddHO
pH justeres til 7,3 og lgsningen autoklaveres

- PBS-Tween (PBS-T)
o 0,05 % Tween-20i PBS

- Blokkeringslgsning

o0 Tarrmelk
o PBS-T
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1:1000
1:500

33,0
100,0 ml

10,0 ml
90,0 ml

600,0

20,0 ml

0,72 g
0,27 g
850
1,01
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100,0 ml



- 0,1 M sitronsyre

o Sitronsyre (Sigma)
o ddH.0

- 0,2 MNgHPQOx2H,0
0 NaHPOx2H,O
o ddHO

- Fosfat-citrat buffer, pH 5,0

o 0,1 M sitronsyre
o 0,2 M NagHPOx2H;0O
o ddHO

- Substratlgsning

0 o0-Phenyleneidamine (P-4664, Sigma)
0 Lases i Fosfat-citrat buffer
0 30 % RO, (tilsettes rett far bruk) (Sigma)

* Immunfluorescens
- PBS,pH7.3
0 NaHPOx2H,0
0 KHyPO,
o NacCl
o ddHO
pH justeres til 7,3 og lgsningen autoklaveres

- PBS med 0,5 % BSA
o0 Albumin bovine serum (BSA) (Sigma)
o PBS,pH?7,3.

- Fiksering

0 3,7% (w/v) formaldehyd (Sigma) i PBS i 10 min

Vedlegg

2109
1,01

35,6 g
1,01

24,3 ml
25,7 ml
50,0 ml

1 tablett
37,5 ml

15,0

0,72 g
0,27 g
8,50
1,01

0,59
100,0 ml
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- Antistoff
0 Kanin anti-TO fortynnet 1:400
0 Kanin anti-SAV fortynnet 1:1000

- Konjugat (DAKO)
o Alexa fluor 488 geit anti-kanin fortynnet i PBS 400
o0 Alexa fluor 546 phalloidin fortynnet i PBS 1:40
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6.2. Protokoll proteindialyse

INSTRUCTIONS

Slide-A-Lyzer® Dialysis Cassettes

Vedlegg

07298

Introduction

The Thermo Scientific Shde-A-Lyzer Dialy=sis Cassette 15 a convement device for low melecular weight contammant
removal, buffer exchange, desaling and zample concentration. The cassette membrane is composed of low-bmding
regenerated cellulose and features a hermetically sealed sample chamber to maintain the highest posable sample retention.
These dialysis cassettes are manufactured using clean room conditions to ensure they are comtarmpant free. Samples are
easily added and removed by penetrating the gasket with a hypodermic needle attached to a synnge. Once the needle 15
removed, the zasket reseals, ensuring that no sample 15 lost from the cassette during dialy=1s.

CAUTION: All Shde-A-Lyzer Dialy=zis Cassettes that kave the word “Hydrate™ on the cassette pouch must be hydrated
before use. Also hydrate all cassettes when nsing with low sample volumes (ie., 100-200uL in the §.1-0 5ml cassettes,
0.5-1mL 1o the 0.5-3mL casseties and J-4ml in the 3-12m]. casseites) before use.
Hydrate Membrane

Perform the following steps for cassettes requnng hydration and for all cassettes
used with low sample volumes:

1. ERemove Shde-A-Lyzer Cassette from its pouch and slip mto the groove of an
appropriate size buoy.

2. Immerse cassette in dialysis buffer (Figure 1). Hydrate the 3 5-20K cassettes
for 1-2 mumtes and the 2K cassettes for at least 2 ounutes.

3. Remove cassette from buffer and remove excess liqud by tappmg the edge of
the cassette gently on paper towels, D0 WOT BLOT THE MEMBERANE.

Add Sample

Note: Do not allow the needle to contact the membrans.

1. Fill the syringe with the sample, leaving 3 small ameount of a1 in the syringe.

2.  With the bevel sideways, insert the fip of the needle through one of the
syringe ports located at 2 top corner of the cassette.

3. Inject sample slowly. Withdraw air by pulling up on the syringe piston
(Figure 2).

4. Remove the syninge peedle from the cassette while refaming aw in the syrmge.

Remove Sample
Note: Use caution to avold contacting the needle to the membrans.

1

Fill the syringe with a volume of awr equal to the sample size. For low-volume
samples, fll the syminge with 2 volume of air approximately aqual to two
times the sample voluma.

With the bevel sideways, insert the tip of the needle through another syringe
port located at a corner of the cassette. Inject aw slowly into the cassette fo
separate the membranes.

Tuwrn the unit so that needle 15 on the bottom and allow the sample fo collect
pear the port. Withdraw the sample mto the syringe (Figure 3}

Figure 1. Membrape hydration
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Figure 3. Sample removal
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Detailed Procedure for ﬁddiﬂg and RE'IT[OV"'IQ SEITIP'ES

Note: Although quality assurance standards are stringent, there 15 always a slight chance of leakage. When dialyzing valuable
samples, check the cassette for leaks by myecting and removimg stenle ultrapure water immediately before adding the sample.
Perform all cassette manipulations over a clean, dry work surface.

Note: Use white Shide-A-Lyzer Buoys (Product No. 66430} for 0.5 and 3mL cassettes. Use gray Shide-A-Lyzer Buoys
(Product No. 66437 for 3-12m]. cassettes.

1.

(=]

10

Remove the Shide-A-Lyzer Dialysis Cassette from s protective pouch by cuthng along the dotted hne.

Note: To prevent contamination, handle the cassette by the plastic frame only. Do not touch the membrane with
ungloved hands. The cassette may be placed mto the groove of a buoy for use as a cassette stand.

Note: For cassettes requinng hydration, see Caution (top of Page 1) and Figwe 1. Hydrztion increases membrane
flexibihity and allows it to adjust more readily to the positive pressure created as the sample 15 added (Figure 2) and to the
vacmum created when air 15 removed.

Attach the kub of the hypodermic needle to the Luer-Lok” Fitting of the syringe by firmly screwing it into place.

Note: Do not remove the plastic sheath from the needle until you are ready to fill the syringe with sampls. Usa caution to
avoid mjury from the hypodenmic needle. Slide-A-Lyzer Dialysis Cassettes are designed for 18-gauge, 1-inch beveled
peedles (21-zange, l-mch beveled needles may also be used).

Remove the protective sheath from the hypodermic needls and £l syringe with sample by immersing the needle m the
sample and then slowly drawmg back on the syminge piston.

Note: When using small volumes, significant sample loss can occur m the sytinge’s dead volume or from binding to the
synnge surfaces. To mumimize sample loss, fill the symnge with a small volume of 2w before sample uptake and use the
ar to void the syringe’s dead volume. Syringes with low binding potential, such as awhght plastic syrmges without
rubber or sihcon plungers, also mght minimize sampla loss.

Remove cassette from the buoy. Penstrate gasket through one of the syringe ports at a corner of the cassette with the
needle and inject sample. Mark the cassette comner with a permanent marker or record the number of the injected port.

Note: If the sample contains (NH,),50,, use z fill volume that is = 80%: of the cassette’s total volume.

Caution: Penetrate gaskets to a mumimal extent with the needle’s beveled portion. Owerextending the needle mio the
cavity may puncture the membrans. Figures 2 and 4 illustrate the proper method for filling the cassette. If the sample has
a high protein concentration (e.g., 10mg/ml) fill cassette slowly to avoid foapung.

With the needle stll in the cassette cawity, draw up on the piston to remove awr (Figure 5) and to compress the membrans
windows so the sample contacts the greatest surface area. Use caufion to prevent the needle from contacting the membrane.
Minnmal air left inside the cassette with low sample vohones should not igmficantly affect dialysis efficiency.

Remove the syringe needle from the cassette while retaining the air in the syringe. The gasket reseals and the membrane
cawity has no (or ounmmal} air i direct contact with the sample.

Shp the cassette into the groove of a buoy and float this assembly in the dialysis solution of choice (Figure 6).

Note: Dialyze for the amount of time sufficient to remove low molecular weight compounds for the specific downstream
apphication. A typical dialysis procedure is as follows: 1) dialyze for 2 howrs at room temperature or 4°C; 2) change the
dialysis buffer and dialyze for another 2 hours; 3} change the dialysis buffer and dialyze overnight at 4°C. Use the
dizlysis buffer at 200-300 times the volume of the sample.

To remove sample, fill syringe with a volume of air at least equal to the sample size. For low-volume samples, fill
syringe with a velume of awr approximately equal to two times the zample volume.

Penetrate the gasket with the needle through a top, unused synnge guide port. Dhischarge awr into cassette cavity to
separate membranes, which prevents needle penetration of the membrane (Figures 3 and T).

Note: Avoid penetrating the sinde ports more than once to prevent gasket cornng and subsequent sample loss.

Twn the unit so that needle 15 on the bottom and allow the sample to collect near the port. Withdraw the sample info the
syringe (Figure 8).

Fleroe Biotechnology PO Box 117 {B845) 920747 e thermesclenttic comiplerce:
Z7AT M. Meridian Road Rockiord, IL 21805 LIBA, [345) B25-T215 fawr
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Dialysis Membrane Chemical Compatibility

Note: The following ratings refer to chemical compatibibity with the repenerated cellulose dialysis membrane. The plastic
cassefte frame and silicone-like gasket may leach, dissolve, deform or otherwise fail in cerfam strong acids and bases,
alechols, aromatic and chlorinated hydrocarbons and other chemmcals (see asterizks in tabla) that are histed as being
compatible with the dizlysis membrane. Test solvents with a cassette before attempting to dialyze valuable samples.

Acetic acid, 25% G Ethy acetate G HNitric acid, <6% G
Acatone G* Ethyézne giycol G Mitric acad, >25% N
Ammonium hydrexide, 1 M F Formaldehyde solution, 30% G Perchlonc acid, 25% N
Ammonium hydroxide, 25% F Formic acid, 100% ch Phosphoric acid, 25% F
Ammonium suifate, 1 M G Formic acid, 25% G Potassium hydroxide, 1 N N
Amyt acetate G* Hexane 5" Propylene glycol G
Benzene G* Hydrochlorie acid, < 5% G Sodium hydroxide, 0.1 N G
Benzyi alcohol G* Hydrochloric acid, »25% N Sodium hydmoxide, 1 N F
Butanol ch Hydrofluoric acid, 25% E Suffuric acid, < 5% G
Butyl acetate G* Hydrogen peroxide, 30% G Sadfuric acid, = 25% N
Carbon tefrachionide G" fodine solutions N* Tetrahydrofuran G"
Chiorofom G* Isopropyl alcohol G Toluene G
Dimethylfommamide F* Methanod, < 50% G Trichloroacetic acid, < 10% F
Dixane F Methyl acetate G Trichloroacetic acid, » 25% N
Ethanol. 70% G Methyl ethyl ketone G" Trichloroethylene G*
Ethanaol, 95% G Methylene chioride ey ylene G’

Legend: G = Good resistance; F = Fair resistance (pore swelling may occur); N = Not recommended
"Chemicals known to adversely affect the plastic cassefte frame; brief or dilute exposere might be compatibls.

Thermo Scientific Slide-A-Lyzer Dialysis Cassette Product Numbers and Descriptions

Membrane Molecular-Weight Cutoff cO

Cassette Size 2000 3500 7000 10,000 20,000
#6383 (10-
0.4-05mLs 68205 (10-pk) 66332 (10-pk) B6373 {10-pk) e é {K.:;‘} F—
B6335 [Kit} BB3TS (Kit} 80454 (G1)
88380 {10-pk)
0.5-3mL 66330 {10-pk) BE3TO0 {10-pk) 1
m BE203 (10-pk) B8333 (1o1) 28373 (K1) ggigg {{grll};l 8003 (10-pk)
88310 (B-pk)
342mL 66110 (8-pk) B6T10 (B-pk) ;
88212 {B-pk) 88107 (i) 26707 (K1) %gl;g; {{grll};l 86012 (S-pk)
12-30mL 88230 (8-pk) 68130 (B-pk) HA ngfﬁnﬂ{?éﬁ:} 86030 {6-pk)

Kits include package of cassettes, plus an equal number of fipat buoys, syringes and needles.
Gl = Gamma [y] Imadiated package of cassettes.

NA = Mot Available.

2K MW CO cassettes in this size are best used for 0.2-0.5mL samples.

PO Bowr 4197
Rockioed, IL £3 505 LEA

3

Flerce Blotechmology
3747 N. Menidan Road

|B 5] SE2-004T
|85} 955-73 16 =

swwny dhierrrcme lanitic comipierce:
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Thermo Scientific Slide-A-Lyzer Membrane Specifications

Sulfur Metals
MWCO Supgested Hydration Giyeerol Content Content Content
2K 2 min. for all volumes Maone 0.188% Trace
35K 1 min. for all volumes Mone 0.140015% Trace
T 1 min. for low vohsmes ~ 13% 0.1-0.15% Trace
10K 1-2 min. for all volumes: ~ 2% 0.1-0.15% Trace
20K 1 min. for low volumes T 0.04% Tracs

Additional Information Available from Our Website

*  Tach Tip #20: Dhalysis: an overview

®*  Tech Tip #14: Perform labehing and other reachons m Slide-A-Lyzer Dhalysis Cassattes
*  Tech Tip #43: Protein stabality and storage

*  Tech Tip #6: Extinction coefficients guide

*  Tech Tip #19: Remove detergent from protein samples

*  Tach Tip #54: Shde-A-Lyzer Dialy=is Cassette and MINI Umt dimensions

Related Thermo Scientific Products

27730 Shide-A-Lyzer GI Dialysis Cassettes, IIE MWCO, 3mL, 10 each
37731 Slide-A-Lyzer G2 Dhalysis Cazsettes, LOEK MWCO, 15mL, § each
66494 Shide-A-Lyzer Syringe (lmL} and 18-Gaoge Needles, 10 sach
66490 Shide-A-Lyzer Syringe (SmL) and 18-Gauge Needles, 10 sach
66493 Slide-A-Lyzer Syringe (10mL) and 13-Gauge Needles, 10 sach
66430 Slide-A-Lyzer Buovys (White), for 0.5 and 3mL cassettes, 10 pack
66432 Slide-A-Lyzer Buoys (Grey), for 3-12ml. cassettes only, 8 pack
66431 Slide-A-Lyzer Carousel Buoy, for 0.5 and 3ml cassettes (1 each)
G651E Slide-A-Lyzer Concentrating Solution, 200mI.

Luer-Lak i3 a tradsmark of Becton-Dickmsen.

This product {"Product™) is warranted to operate or perform sobstantially in conformance with published Product specifications in effect at the time of mls,
as 52t forth m the Product decumentation, specifications andor accompanying packaze mearts (" Documentation”™) and to be free from defacts in material and
workmanship. Unlsss otheronse expressly authorized in writing, Products are supplied for research use onby. Mo claim of suiabiticy for use in applications
regulated by FDUA is made. The wammanty provided herein is walid only when used by propecly tmmed mdividuals. Unless otherwise stated m the
Drocumentation, this wamanty is limifed to ons year from dace of shipment when the Product 82 subjectsd to normal, proper and infended usage. This
‘wamanty do=s not extend to mummmemmﬁmmmg}

Mo other warranties, express or imphied, are sranted, incloding withont Emitation, implisd warranties of merchantabdity, fitness for any
pErpase, ncrlnnm!iugmul. Blmsn{lﬂ:ermdvfncrlnm—mﬂ[om g Products during the warranty period is limited to replacement of or
refund for the non-conforming Prodect(z).

Thare iz no oblizaton to replace Products as the result of (1) accident, disaster or event of force magsure, (1) mimaze. falt or negligence af or by Buyer, (1)
wse of the Preducts in a manmer for which they were not desined. of (iv) aeproper stomze and handling of the Products.

Crment product instroctons are availabla ar s thermascientifc. com'oigree. For a faxed copy, call BO-E74-3723 ar contact your Jocal distributor.
@ 2011 Thermo Fisher Scientific Inc. All rights reserved. Unlass otherwise indicated. all trademarks are property of Thermo Fisher Scientific Inc. and it
subsidiaries. Printed in the US4
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