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Sammendrag

Virussykdommer er en stor utfordring for dagens dsptisnaering, samtidig som virus og
sykdom utgjar et stort problem ut fra et fiskehptsspektiv. Forebyggende tiltak er i dag det
beste redskapet for & bekjempe fiskesykdommer, lbgsedtefisk i Norge vaksineres
rutinemessig far utsett. Utfordringen so neeringan rhed virussykdommer viser likevel at
vaksinene som finnes mot virus ikke er effektivek.n@tlantisk laks Salmo salay har i
utgangspunktet et sterkt medfgrt immunforsvar, egngforskning rettet mot & bedre
forstaelsen av virusforsvaret kan derfor veere mied ffektivisere de forebyggende tiltak
som i dag anvendes mot virus. Suppressors of gyokignaling (SOCS) er proteiner som
regulerer intracelluleere cytokin-induserte signskemer, og er dermed regulatorer av
interferoner, som er vist & ha en viktig rolle kdans fgrstelinjeforsvar mot virus. Virus har
vist seg a ha evne til & ta kontroll over SOCSeeyed & overstyre cytokinsignaleringen
utnytte SOCSene som en mekanisme for a unnga kaksenunforsvar. Siden SOCS bidrar i
virusforsvaret, er det viktig a forsta bedre i keih grad og hvordan de er involvert i fiskens
immunreaksjoner ved virusinfeksjoner. SOCS-protener identifisert hos flere fiskearter,
deriblant atlantisk laks, men mye gjenstar a unale¥sJorunn Jargensens forskningsgruppe
har nylig identifisert 3 medlemmer av SOCS-prot@milien, SOCS1, SOCS2 og CISH i

atlantisk laks, og formalet med denne masteroppyhae veeret a videre karakterisere disse.

Den biologiske rollen til SOCSene hos fisk er litredersgkt, og i denne masteroppgaven ble
det etablert stabilt transfekterte cellelinjer sooweruttrykker SOCS1 eller SOCSZ2.
Resultatene viste, at overuttrykk av SOCS1 hemmetdWlantiviralt protein, etter stimulering
med IFN1a. Lignende funn er gjort i pattedyr, ogeviat funksjonen til SOCS1 er konservert
mellom pattedyr og fisk. Rollen til SOCSene vedeksjon med virusn vivo ogin vitro ble
ogsad undersgkt i denne oppgavdresultatene viste at spesielt SOCS1 induseres ved
virusinfeksjoner, men vare data gir ikke indikagiopa at verken SAV3 eller IPNV utnytter
SOCSene for & overstyre vertens immunforsvar. Cp@adyl:C er rapportert a ha potensiale
som adjuvans i virusvaksiner, og stimulering avngerceller med disse immunostimulantene
viste at begge induserer gkning i SOCS-transkrifgasultatene indikerer at SOCS1 og
muligvis ogsa CISH er involvert i differensiering dendritiske celler hos atlantisk laks og

dette kan veere med pa a forklare den effekten Qpgotyl:C har som adjuvans.
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Innledning

1. Innledning

1.1 Bakgrunn

Oppdrettsnaeringen i Norge har siden oppstarten70 Mbkst seg til & veere en av landets
st@rste og viktigste neeringer. 1 2013 ble det eksponorsk laks for en verdi pa nesten 40
milliarder norske kroner, og daglig blir det sptst. 14 millioner porsjoner med norsk laks
rundt om i verden (Kvistad, 2014). FN har estinsrvverdens befolkning vil gke til over ni
milliarder ved 2050 (UnitedNations, 2013), og emsarkant befolkningsgkning vil medfare
et gkt behov for sunn mat. Marine ravarer betraktes en god kilde til proteiner og fett, og
med en vurdering av at man har naddd maksimal hbaiskptav verdens naturlige

fiskebestander (FAO, 2012), er det stort fokustd@skeoppdrett ma dekke dette behovet.

@kte produksjonsvolum i den grad som vil bli ngdligni fremtiden er likevel ikke uten
utfordringer. Etter en kraftig gkning i produksjonear sykdom tidlig pa 2000-tallet arsak til
at den feergyske oppdrettsneering nesten gikk konkgrslet samme skjedde i Chile i 2007
(Ascheet al, 2009). | begge tilfeller var det virus som vasaken til de store tapene, og mens
man i dag med effektive vaksiner har fatt en viesttoll over bakteriesykdommer, er det
stadig virus som skaper de stgrste utfordringene dppdrettsnaeringen. Den arlige
innrapporteringen av sykdomsutbrudd til Veterinarinttet er summert i figur 1, og
illustrerer denne utfordringen.

160 -
140 -
120 -
100 -
80 -
60 -
40 -
20 A

Ant. utbrudd 2013

Figur 1: Registrerte antall utbrudd i norsk lakseoppdrett 2QL3. ILA, HSMB, PD, IPN og CMS
forarsakes av virus. Alle sykdomsutbrudd som eérkaket av bakterier er lagt sammen og inkluderer:
Bakteriell nyresyke (1), Kaltvannsvibriose (13),bnose (4), Moritella (51), Yersiniose (20) og
flavobakterium (5). Fra fiskehelserapporten 201ltHes, 2014).
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Flere virusvaksiner finnes i dag pa markedet, nteregap i form av dadelighet og redusert
tilvekst forarsaket av virus som det vaksineres, rimatikerer at vaksinene ikke er effektive
nok. Arsakene til dette er sammensatte, men dgeriglige vaksinene ser ikke ut til &
aktivere en celluleer immunrespons som er esseffisigdl indusere langvarig beskyttelse mot
intracelluleere patogener. Utfordringene med a iackugn langvarig, adaptiv immunrespons
papeker derfor behovet for forskning innenfor vedgaksineutvikling, bade grunnforskning
med tanke pa & fa en bedre forstdelse av fiskemmumlogi, og praktisk rettet

vaksineutvikling.

Atlantisk laks Galmo salay har i utgangspunktet vist seg & ha et sterkt puidf
immunforsvar mot de fleste virus, og ved eksperit@lesmitte er det vanskelig & oppna hay
dadelighet (Robertsen, 2011). Grunnforskning rettet laksens immunsystem kan derfor
bidra til bedre forstaelse for hvordan vi best tterypotensialet som ligger i fisken til a
optimalisere de konvensjonelle virusvaksinene. t8sgors of cytokine signaling” (SOCS) er
en gruppe proteiner som har en ngkkelrolle i retngeav ulike signal i immunsystemet. De
fungerer som negative hemmere av cytokinsignaleoggpprettholder dermed homeostasen
I et velfungerende immunsystem (Dimitriet al, 2008). Nyere forskning viser at virus har
evne til & ta kontroll over SOCS-proteinene, og viteykket av disse slik at antivirale signal
hemmes (Akhtar and Benveniste, 2011). Mye tydefod@d at SOCS-proteinene kan bidra i
kampen i mot virussykdommene, dersom vi far en éddrstaelse av i hvilken grad og

hvordan de er involvert i fiskens immunreaksjoned virusinfeksjoner.

1.1.1 Pankreassykdom

Pankreassykdom (PD) anses i dag som den viktigaissykdommen i norsk fiskeoppdrett
(Hjeltnes, 2014). Sykdommen forarsakes av Salmdiiavirus (SAV), ogsa kalt Salmon
pancreas disease virus (SPDV), som tilhgrer familiegaviridae(Hodnelandet al, 2005).
Frem til 2010 var alle tilfeller av PD forarsaket en seernorsk variant av viruset, Norwegian
salmonid alphavirus (NSAV), heretter SAV3. SAV3 hsiden de farste pavisninger i
Hordaland farst pa 1990-tallet spredt seg slikeat d& regnes som endemisk pa Vestlandet.
Hustadvika i nord har fungert som effektiv barriemet sykdommen, og utbrudd lengre nord
har veert sporadiske (Hjeltnes, 2014). | 2010 ekeimidlertid pavist en ny variant av viruset;
sleeping disease virus (SDV), heretter SAV2. Debleepavist nord for Hustadvika, og har

tidligere veeret identifisert i forbindelse med withd i Europa, Storbritannia og senere ogsa i
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Skottland (Hjortaaset al, 2013). Kliniske utbrudd hos atlantisk laks foekst av begge
varianter er stort sett identiske, men noe milddmeske symptomer og lavere dgdelighet
observeres ved infeksjon med SAV2 (Janseal, 2014). Pa grunnlag av rask spredning av
SAV2, ble en ny sone opprettet mellom Hustadvikar og Nordland i nord, hvor SAV2 na
regnes som endemisk (Hjeltnes, 2014).

Utbrudd av PD oppstar aret rundt og medfgrer béityel¢dap for neeringen i form av gkt
dadelighet, gkte produksjonskostnader samt redtiseitst og slaktekvalitet (Aunsmet al,
2010, Hjeltnes, 2014). Sykdomsforlgpet for PD enadyisk, hvor symptomer ikke er
konsekvente igjennom hele forlgpet. Klinisk visggdommen i den akutte fasen kun ved tap
av appetitt. Senere blir fisken letargisk, opph@revgmme i stim, og dgdeligheten kan stige
til 50 % (Brunoet al, 2013). Viruset har pankreas, hjerte og skjeleskualatur som primeere
malorgan, og histologiske endringer ses farst \adaser i eksokrin pankreas og hele hjertet.
Senere observeres ogsa degenereringer i bade rauitoskjelettmuskulatur (Brunet al,
2013, McLoughlin and Graham, 2007). Hos fisk sonertewer et utbrudd, regenereres
eksokrin pankreas og fisken kan vokse som norraaldel vil likevel utvikle kroniske skader

i pankreas, slik at de fortsetter & mistrives ogkles til "pinner” (McVicar, 1987). Antall
utbrudd med PD har holdt seg stabil de siste alémel med en "intern” gkning i SAV2-
utbrudd og nedgang i SAV3-utbrudd (Hjeltnes, 20P1). er derfor langt ifra en sykdom som

neeringen i dag har kontroll pa.

1.1.2. Infeksigs pankreas nekrose

Infeksigs pankreas nekrose (IPN) er et sveert utlm@diom, og pavises hos en rekke arter
bade vill- og oppdrettsfisk i ferskvann og sjavdhtill and Way, 1995). IPN forarsakes av
det akvatiske birnaviruset, infeksigs pankreas askwirus (IPNV) (Doboet al, 1979), og
sykdommen har de siste tiar veert en av de stgagsatsaker i norsk og internasjonal
oppdrett. Stort fokus har derfor veert rettet mdddgynmen, og IPNV regnes i dag som et av
de best karakteriserte fiskevirus.

IPN ble opprinnelig regnet som en akutt sykdom sammet yngel av regnbuegrret og laks.
Senere har det likevel vist seg at sykdommen ogisadaker dadelighet i sjgvann, vanligvis
7-12 uker etter utsett (Roberts and Pearson, 2008).i ferskvannsfasen ser ut til & veere
mest mottakelige mot IPNV, og dagdeligheten vedudtrkan variere fra 10-20 % hos parr
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til 90 % hos sma yngel. | sjgfasen opptrer utbradoh regel 3 maneder etter utsett med en
dadelighet rundt 10-25 % og i enkelttilfeller opt®0 % (Roberts and Pearson, 2005). Ved
akutte utbrudd av IPN observeres ofte en abnormmhsebevegelse, mgrkfarging av huden,
og fisken kan bli letargisk og avmagret. Utspilkbwarierende grad av utstdende gyne og
bleike gjeller er ogsa typiske funn. | tarmendrtfisert fisk skjer en avstatning av mukosa,
som resulterer i et hvitt/gult eksudat som ses kmme hvite trader fra fiskens gatt. Bukhulen
er ofte veeskefylt (ascites), og det kan observered punktblgdninger i fettvevet rundt
pylorusblindsekkene. Fisken har ofte en bleik/guer og bade lever og milt kan vaere
forstagrret. Histopatologiske undersgkelser vis&al® nekroser i lever og eksokrin pankreas,
samt vakuolisering i nyre (Roberts and Pearson52@0unoet al, 2013). Hos fisk som
overlever et utbrudd kan det utvikles en bzereatildf hvor viruset fortsetter & replikere og bl
utskilt fra verten uten at det kan observeres reygdomstegn (Bootlanet al, 1991). Fisken
kan dermed fortsette & utgjgre en smittekilde lémtesontalt og vertikalt. Antall IPN-utbrudd
de siste arene har gatt drastisk ned fra en topp2Bautbrudd i 2009, til bare 56 utbrudd i
2013 (Hjeltnes, 2014). Mye tyder derfor pa at IPNea sykdom naeringen med malrettet
innsats har fatt kontroll p4. Men siden virusetsérgodt karakterisert, utgjer det stadig en

viktig modell for karakterisering av andre virus fogkens immunsystem.

1.2 Immunsystemet hos beinfisk

A kunne beskytte seg mot infeksjoner og videreiieere patogene mikroorganismer, er
essensielt for overlevelse hos alle individer, ikkimst hos laks som konstant eksponeres for
ulike mikroorganismer i et vandig miljg. Fisk ansesn de fgrste vertebratene som innehar et

komplekst immunsystem med bade medfadte og adagsponser (Magnadottir, 2010).

1.2.1 Immunologiske organer og celler

Til forskjell fra pattedyr mangler fisk beinmarg olymfeknuter, som representerer
henholdsvis primaere og sekundaere lymfoide orgamephttedyr (Press and Evensen, 1999).
| stedet regnes de viktigste lymfoide organer liglsgom hodenyre, baknyre, thymus, milt og
mucosa-assosierte lymfevev, som inkluderer tarrosisd lymfevev, samt det nylig
identifiserte interbrankiale lymfoide vev (ILV) ij@lene (Morrison and Nowak, 2002, Press
and Evensen, 1999, Haugarvetlal, 2008).
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Hodenyre og thymus anses som de primaere lymfoigenene hos fisk, hvor henholdsvis B-
og T-celler modnes (Koppanegt al, 2010, Romboutt al, 2005, Zwollo et al, 2005).
Hodenyre star ogsa for opptak av blodbarne antigemiet retikuloendoteliale systemet,
bestdende av melanomakrofagsentre og fagosyterendetelceller, og kan derfor ogsa
regnes som et sekundeert lymfeorgan (Press and &vel899). Kompleksiteten til nyre som
immunologisk organ kommer ytterligere til syne wedikasjoner om at B-celler kan migrere
til og aktiveres i baknyre, som dermed ogsa kanesgom et sekundaert lymfeorgan (Zwollo
et al, 2005). Milt regnes sammen med hodenyre som d#égstie sekundaere lymfeorganet,
og bestar av et nettverk av elipsoider med fagoegtte endotelceller og
melanomakrofagsentre tilsvarende de som finneslemgre (Uribeet al, 2011). Det ILV i
gjellene er ogsa foreslatt som sekundeert lymfeqrgaten en kan pavise anrikning av T-
celler her. Fraveer av uttrykk av gener som ellesgtks til primaere lymfeorgan styrker denne
hypotesen (Koppangt al, 2010). Koppanget al. (2010) foreslar ILV som en strategisk
plassering av et sekundaert lymfeorgan, siden gelk®ntinuerlig utsettes for ulike mikrober,

og en rask respons her vil veere fordelaktig.

Mens det er stor morfologisk forskjell pa de immiagiske organene hos fisk og pattedyr, er
de fleste immuncellene som er pavist hos pattedgé @avist hos fisk. Fagocyterende celler
er ngkkelceller i det medfgdte immunsystem, og ftéiopptak av fremmede antigener og
videre aktivering av immunreaksjoner. Monocyttelnodager og ngytrofile celler er pavist
hos fisk, og er vist & produsere reaktive oksygehifidelser (ROS) i likhet med pattedyrs
(Randelli et al, 2008). B-celler hos fisk er ogsa vist a kunneofagere og eliminere
mikroorgansimer, og indikerer at B-celler ogsa lear viktig funksjon i det medfadte
immunsystemet i tillegg til det adaptive (&t al, 2006). Celler med uspesifikk cytotoksisk
funksjon; nonspesifikke cytotoksiske celler (NC@) matural killer (NK) liknende celler, er
ogsa pavist hos fisk, og anses som analoger tikchller hos pattedyr (Fischet al, 2013).
Dendritiske celler (DC) er spesialiserte antigeaspnterende celler (APC), og fungerer som
kobling mellom det medfadte og adaptive immunsystei@eller med karakteristikker lik DC
er pavist hos laksefisk (Bassity and Clark, 201@vyLet al, 2009), men i hvilken grad de
fungerer pa samme mate som DC hos pattedyr gjehstadersgke. De viktigste cellene i det
adaptive immunsystemet er T- og B-celler. De akéiseved gjenkjenning av henholdsvis
major histocompability complex (MHC) assosierte tmbpntigener, eller ved binding av

antigen til immunoglobulin reseptorer.
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1.2.2 Det medfgdte immunsystemet hos fisk

Det medfgdte immunsystemet er fiskens fgrstelingsfar mot invaderende mikroorganismer,
og reagerer raskt, men relativt uspesifikt mot ekke inntrengende mikroorganismer. Det
inndeles vanligvis i tre seksjoner: den mucosalegkgle barriere, de humorale faktorene og
de celluleere komponentene. Den mukosale og epeddarrieren fungerer fagrst og fremst
som en fysisk barriere, men flere humorale kompt@remed antimikrobiell funksjon er ogséa
pavist i mukus hos laks (Fast al, 2002, Whyte, 2007). Humorale faktorer inkludeokmt
annet komplementsystemet, antivirale proteinerplager og kjemokiner (Whyte, 2007,
Magnadottir, 2006). Komplementsystemet hos fisk \natr seg a veere saerdeles velutviklet,
og fungerer optimalt ved en stgrre temperatur spngodenn hos pattedyr (Whyte, 2007).

De cellulzere komponentene bestar som tidligererbeskav fagocyterende celler, NCC/NK-
lignende celler og DC. Essensielt for en effektiy malrettet immunreaksjon forarsaket av
disse celler og andre komponenter i det medfgdtmunsystem, er gjenkjennelse av
fremmede antigener ved hjelp av pattern recogniteceptorer (PRR). Disse reseptorene
gienkjenner konserverte molekyler assosiert medgesater, sdkalte pathogen assossiated
molecular patterns (PAMPSs). Typiske PAMP er polysaider/glycoproteiner som f.eks.
LPS eller CpG-DNA og virusassosiert dobbeltraditgrebnkelttradig RNA (Magnadottir,
2010). Toll liknende reseptorer (TLR) er viktige R& hos pattedyr, og flere TLR-
ekvivalenter er pavist hos fisk (Pietretti and Wiges, 2014). Andre intracelluleere PRR
viktige for gjenkjenning av dobbeltradig RNA er jmhhos laks, og inkluderer RIG-1, MDA5
og LGP2 (Changet al, 2011, Zouet al, 2009). Aktivering av signalveier ved binding av
PRR-PAMP frigir en rekke cytokiner og kjemokinemswidere modulerer forlgpet av den
etterfglgende immunreaksjon. En rekke cytokiner &gmokiner, essensielle ved

inflammasjon og antivirale reaksjoner er pavist figls (Zhuet al, 2013).

1.2.3 Det adaptive immunsystemet hos fisk

Aktivering av det adaptive immunsystemet skjer trelasakte, men er mer spesifikt og har
lengere varighet enn en medfgdt respons. Utvikiinge adaptiv immunitet forutsetter en
rekke faktorer som sikrer en spesifikk og malretéspons, og utvikling av thymus, B- og T-
celler, RAG (recombination activation gene) enzyresamt MHC regnes som de viktigste
(Magnadottir, 2010). Det adaptive immunsystemetd@l@s vanligvis i to seksjoner: de
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humorale faktorene og de celluleere komponentenay ateklart skille mellom disse er
meningslgst, siden de i stor grad er en veksehingk mellom cellene og de humorale

faktorene.

Den humorale delen bestar hovedsakelig av antigetebde immunoglobuliner (Ig), enten
som membranbundne B-celle reseptorer (BCR) pa lavenf til B-cellene, eller som Ig i
plasma utskilt av plasmaceller. Utskilte Ig inaktier mikroorgansimer ved farst & binde
spesifikt til fremmede antigen og deretter enterytraisere disse, eller aktivere andre
eliminerende effektorceller med reseptorer for flgks. fagocyterende eller cytotoksiske
celler. Tre Ig-klasser er sa langt pavist hos flgkj, IgD og lgZ/IgT (Hanseret al, 2005,
Wilson et al, 1997, Hikimaet al, 2011). | blod, milt og nyre er IgMceller dominerende,
mens IgT celler dominerer i tarm-assosiert lymfevev (Fikauet al, 2013). Isotypebytte er
imidlertid ikke pavist hos fisk, og IgM IgM*IgD" og IgT" celler regnes som to ulike B-celle
subtyper (Schorppt al, 2006). Affinitetsmodning er pavist hos fisk, memye mindre grad
enn hos pattedyr. Dette anses & vaere forbundetangédmperatur og det faktum at det ikke

er pavist distinkte germinale sentre hos fisk &fiauet al, 2013).

Den celluleere delen av immunsystemet bestar avwgTB-geller, som kjenner igjen antigen
med henholdsvis T- og B- celle reseptor (TCR og RCRgy spesifisitet hos disse
reseptorene dannes ved somatisk rearrangeringraglgmenter, og pavisning av de viktigste
genene som inngar i denne rearrangering hos fiskt lannet RAG1/2 og TdT (Terminal
deoxynucleotidyl transferase), indikerer at dennmesg@ssen foregar som hos pattedyr
(Fillatreauet al, 2013). B-cellene knyttes som beskrevet til dembwale responsen, mens T-
cellene knyttes til den celluleere responsen. Begellkan etter binding av fritt antigen til BCR
og aktivering av ulike ko-reseptorer, stimulerdscelledeling og differensiering til enten
hukommelsesceller, eller til plasmaceller som ekilut store mengder Ig. T-cellene
gjenkjenner via TCR bare sma peptidfragmenter, stiar prosessering intracelluleert i APC
uttrykkes i membranen i kompleks med MHC | ellerAssosiert til TCR er enten CD8+ eller
CD4+ koreseptorer, som gjenkjenner henholdsvis MHGg Il. MHC | uttrykkes pa
overflaten av celler med kjerne, og presenterengmit peptider derivert fra proteiner i cellens
cytosol, blant dem virale proteiner. MHC Il derimgtrykkes kun av spesialiserte APCer, og
presenterer peptider etter endosomal nedbrytningkatracelluleere proteiner. 1 tillegg til
TCR-MHC binding krever aktivering av T-celler ogsiading av ko-stimulatoriske molekyler

som cytokiner og ko-reseptorer uttrykt pa makrofagg disse avgjer hvilken type respons
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som blir utlgst. Aktivering av en TCR-MHC responsmsilerer T-cellene til deling og
differensiering til enten hukommelsesceller, eléiektorceller. De fleste markgrene for T-
celle aktivitet er pavist hos fisk, og disse inkduer MHC | og Il samt CD8 og CD4 ko-
reseptorer (Randelét al, 2008).MHC | og CD8+ aktivering regnes som spesielt viktiged
virusinfeksjoner, og disse vil eliminere infiserteller enten ved granuleer exocytose eller
FasL/Fas interaksjoner. Perforin er en viktig komgrat ved granuleer exocytose, og er pavist
hos laksefisk (Athanasopoulet al, 2009). FasL er ogsa pavist hos fisk (Fisateal, 2013)

og mekanismene for cellulzer eliminering av intredadre patogener synes derfor & vaere

konserverte mellom fisk og pattedyr.

1.3 Regulering og modulering av immunreaksjoner movirus hos fisk — IFN
signalering

Cytokiner representerer en gruppe proteiner sonrabidil kommunikasjon mellom
immunceller. De er avgjgrende for at reaksjonerdanelimmunceller skjer koordinert og er
spesifikt malrettet mot inntrengende mikroorganisig8avan and Sakai, 2006). De fungerer
som en bro mellom det medfgdte og adaptive immuesyet, hvor celler fra den adaptive
arm reagerer pa signaler fra den medfgdte delemmgendt. Cytokiner produseres av
aktiverte immunceller og inndeles i fem kategoriBrinterleukiner, 2) tumor nekrosefaktor,
3) koloni stimulerende faktor, 4) kjemokiner ogidlerferoner (Sebastidet al, 2012). Ved
virusinfeksjoner hos laks har interferonene en e@kKe i farstelinje forsvaret (Collet,

2014), og fokus heretter vil derfor veere pa disse.

1.3.1 Interferonsystemet hos fisk

Interferoner (IFN) er cytokiner som skilles ut vel virusinfeksjon og er en viktig del av den
medfgdte immunresponsen, siden de stimulerer @irpkbduksjon av antivirale proteiner.
Samtidig har de en viktig rolle i det adaptive immystem ved & mediere overlevelse av
CD8+ T-celler, som er viktige for en antiviral agder immunrespons (Kolumart al,
2005). Viralt RNA kjennes igjen av PRR uttrykt p& dleste celler, og initiere en
signaloverfgring som resulterer i transkripsjonl&M-gener og IFN-produksjon. IFN som
blir utskilt vil binde seg til IFN-reseptorer, sdinnes pa de fleste celler, og videre initierer en
ny signaloverfgring som resulterer i transkripsfm produksjon av antivirale proteiner fra
andre celler (Robertsen, 2006). Tre typer IFN (tydéeog lll) er pavist hos pattedyr. Type |

og lll IFN regnes som viktigst i en tidlig antivireespons, og bruker samme signalveier for
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induksjon av antivirale proteiner (Collet, 2014)yp€ Il IFN, ogsa kalt IF)N regnes som
viktigere i senere antigen induserte cellemedisgtponser, og signalerer gjennom en egen

reseptor, men med overlappende signalvei tilsvaréii | og 11l (Robertsen, 2006).

Fire IFN | subtyper er pavist hos laks og omfattealt 13 gener (IFNal-3, IFNb1-4, IFNc1-5
og IFNd1), og disse deles videre inn i to gruppterentall disulfid bindinger, hvor IFNa og
IFNd (gruppe 1) haren binding mens IFNb og IFNc (gruppe II) har to (Sy@nud et al,
2012). Genene for IFN | hos fisk inneholder intno(®), noe som gjar de forskjellige fra de
hos pattedyr, som ikke har noen (Robertseal, 2003). | motsetning til IFN | hos pattedyr
som binder samme reseptor, binder gruppe | ogNI s fisk to ulike reseptorer (Aggad
al., 2009), men dette er sa langt ikke pavist hoselidls IFN, er pavist hos flere arter
inkludert laks. De er genetisk lik IFNos pattedyr og har samme intron/exon struktur
samtidig som de induserer de samme cellulaere respersom IFNhos pattedyr (Suat al,
2011). IFN hos fisk er ogsa vist a beskytte mot SAV og IPNag\& indusere de samme
antivirale genene som ved en IFMespons hos pattedyr (Sahal, 2011). | tillegg induserer
IFN, hos fisk en rekke interferon stimulerte gener (JS€&m ogsa induseres av IFN I, og
indikerer en kryss-reaksjon mellom de to signalvei¢Zou and Secombes, 2011). IFN Ill er

sa langt ikke pavist hos fisk.

1.3.2 Signalveier for induksjon av IFN

For at celler ved en virusinfeksjon skal sla pa 4fidduksjon ma disse gjenkjenne viralt
arvestoff via egne reseptorer (PRR). Disse reseptoer enten bundet til membraner pa
cellens overflate og i intracelluleere endosomeder @le finnes som frie reseptorer i cellens
cytosol (Zou and Secombes, 2011).

TLR er membranbundne reseptorer og bestar av lee: @& "ekstracellulzer” N-terminal med
repeterte leuciner, som er involvert i gjenkjennengPAMP, en transmembran region, og et
intracelluleer C-terminal Toll-IL-1 reseptor (TIR)whenet, som bidrar til signaloverfaring
(Zhu et al, 2013). Totalt 17 TLRer er pavist hos fisk, ogkfanses a ha homologer til stort
sett alle TLR som er pavist hos pattedyr. | tilldway fisk egne TLR-varianter, inkludert en
salmonid TLR22 (Zhang and Gui, 2012, Reblal, 2010). Reseptorene som er involvert i
gjenkjenning av viralt arvestoff hos fisk inkluder€LR3/7/8/9, hvor TLR3 binder korte
dsRNA, TLR7/8 binder ssRNA og TLR9 binder viralt BN TLR3/7/8/9 er lokalisert
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intracelluleert i cellens endosomer og lysosomed irfRR inn i lumen, hvor de binder RNA
eller DNA fra inntrengende eller fagocyterte vir@ietretti and Wiegertjes, 2014). TLR22
binder i likhet med TLR3 dsRNA, men i motsetningTiR3 er TLR22 lokalisert pa cellens
overflate og binder lengre dsRNA. TLR 22 er vishdusere IFN via samme signalveier som
TLR3 (Matsuoet al, 2008), og forfatterne foreslar TLR22 som et sapmnt til TLR3 pa
celleoverflaten, spesielt utviklet som en forsvagkamisme i et akvatisk miljg med potensielt

store mengder virus.

De frie reseptorer i cellens cytosol tilhgrer RIG#nende reseptorer (RLR)-familien og
bestar av RIG-1, MDA5 og LGP2 som alle kjennerngjisRNA av viral opprinnelse i cellens
cytoplasma (Zhuet al, 2013). Alle RLR untatt LGP2 har N-terminalt etspase
aktiverende/rekruterende domene (CARD), som medieegistrams signaloverfgring, en
DEXDH/H box RNA helikase domene involvert i bindiag RNA, og et repressor domene
ved C-terminal som hemmer nedstrgms signaleringt&inMDAS). Mens pattedyrs RIG-1
og MDAS er vist & indusere en IFN-respons er LGR2 & hemme RIG-1 og MDA5 (Kawai
and Akira, 2008). RIG-1, MDA5 og LGP2 er pavist Htese fiskearter, deriblant laksefisk,
men den direkte signalveien er uklar. RIG1 og MDek3oreslatt a sla pa antivirale responser
via samme signalveier som hos pattedyr, og det sasanut til & gjelde for LGP2 ogsa (Zhu
et al, 2013, Lauksuneét al, 2009).

TLR og RLR induserer en signalkaskade i cellene&eekruttere primaere adaptormolekyler
som videre rekrutterer sekundaere molekyler inkiukieaser, og resulterer i fosforylering av
enten interferon regulatorisk faktor (IRF) 3 ogllérenuklaer faktor kappa B (NkB). IRF3/7

og NF«B flytter seg deretter til cellekjernen og induseteanskripsjon av henholdsvis
antivirale og proinflamatoriske cytokiner (Zhangda@ui, 2012). IFN-responser mediert via
TLR er konserverte mellom pattedyr og fisk, og ekke adaptorprotein og kinaser funnet hos
pattedyr, er ogsa pavist hos fisk (Puretlal, 2006). Hvordan disse proteinene er involvert i
TLR-signaleringen hos fisk er sa langt lite kartJamen noen studier indikerer delvis
konserverte signalspor mellom pattedyr og fisk. ghos laks er vist & reagere direkte med
IRF3 og IRF7/8 hos fisk, men involvering av IL-1sasierte kinaser (IRAK) som hos
pattedyr er ikke pavist (llieet al, 2011). Signalering via RLR hos fisk skjer via MBXIPS-

1 og TBK-1, hvilket indikerer en konservert, men eetuelt forenklet signalspor

sammenlignet med pattedyr (Zhang and Gui, 2012)elld viser hovedtrekkene i TLR og
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RLR signaleringen, og tilhgrende adaptorproteimaker og transkripsjonsfaktorer som sa
langt er pavist hos fisk.

Tabell 1: PRR, primaere adaptorproteiner, aktiverte kinagdaranskripsjonsfaktorer involvert i induksjon &N
I hos fisk (Zhang and Gui, 2012, lliet al, 2011, Lauksuneét al, 2009, Robertsen, 2008).

PRR Lokalisering Adaptorprotein Aktiverte kinaser T ranskripsjons-
faktorer

TLR

TLR3  Endosom TRIF TBK1 IRF3
IRF7

TLR22 Cellemembran NF-xB

TLR Endosom MYD88 IRF3

7/8 IRF7

TLR9  Endosom NF-«xB

Lysosom

RLR

RIG1 Cytoplasma MAVS/IPS-1 TBK1 IRF3

MDAS5 IRF7
NF-«xB

For & undersgke IFN-responséneitro er det konstruert syntetiske PAMPer, som etteglign
virusinfeksjoner ved & aktivere de ulike PRR. P@lybg R-848 er syntetiske etterligninger av
henholdsvis dsRNA og ssRNA, og begge er vist &aieilFN | respons hos laks. Polyl:C er
foreslatt & produsere IFNa via TLR3/22 og MDA5 meRs348 binder TLR7 og 8 og
aktiverer produksjon av IFNb og IFNc (Svingerad al, 2012). CpG er cystein-guanidin
dinukleotider i spesifikke DNA-sekvenser som finnasnetylert form i bakterielt og viralt
arvestoff. TLR9 er identifisert som reseptoren soimder CpG hos pattedyr, og nylig ble
dette ogsa pavist hos laks (llieval, 2013).

1.3.3 Signalveier for IFN

IFN skilles ut fra den aktiverte cellen, og indusewkt uttrykk av en rekke interferon
stimulerte gener (ISG) i uinfiserte naboceller. Hadtedyr binder alle IFN | variantene til
samme IFN reseptor, som bestar av subenhetene IFI§RENR2, som tilhgrer klasse |l
cytokin reseptor familien CRFB (Zou and Secomb@4,12. Hos pattedyr vil binding av IFN

| til IFNR fare til aktivering av Jak kinaser (Jakly Tyk 2) som konstitutivt er assosiert til
reseptorkjeder. Aktivering av Jak fosforylerer sirer pa reseptoren, som videre rekrutterer
STAT protein (STAT1 og STAT2) til reseptoren via SHomener pad STATene. Jak

fosforylerer deretter STAT, som dimeriserer ogtéytseg til cellekjernen, hvor kommer
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sammen med IRF-9 og danner transkripsjonskomplekS@étf3. ISGF3 binder deretter

interferon stimulerte respons elementer (ISRE) ddivarer transkripsjon av I1SGer

(Robertsen, 2006). De fleste genene involvert iISBRT signalveien, inkludert Jakl, Tyk2,

STAT1, STAT2 og IRF-9 er pavist hos fisk. Dettaitir at signalveien er konservert mellom
fisk og pattedyr (Zhang and Gui, 2012). STAT1 odkZer pavist hos atlantisk laks, og
funksjonelle studier har vist samme karakteristikd@m hos pattedyr. | lakseceller er STAT1
vist & dimeriserer og deretter ga inn i kjernereretstimulering med IFN. Videre er

overuttrykk av Tyk2 vist & oppregulere I1SGer (Skjest al, 2010, Sobhkheet al, 2013).

Disse studier er med pa & underbygge at fisk, kdatibatlantisk laks har et Jak/STAT
signalspor med likheter til det som er beskrevet frattedyr.

IFN | aktivering av Jak/STAT signalveien farer tiftrykk av mange hundre ulike antivirale
proteiner (Robertsen, 2008). Flere homologer é8funnet hos pattedyr er pavist hos fisk,
og i tillegg finnes noen fiskespesifikke 1ISGer (Agaet al, 2012). Mx-protein var det fgrste
ISG som ble pavist hos atlantisk laks, og viste&éa antiviral effekt mot IPNV (Robertsen,
2008). Siden er ISGer som ISG15, Viperin og PKRaogavist hos laks (Svingeriet al,
2012).

1.4 Negativ regulering av cytokin signalering — SOS

De antivirale signalveiene beskrevet sa langt akéis alle som falge av positive signaler fra
PAMP eller cytokiner. En forutsetning for et velgerende immunsystem er midlertidig
avhengig av at signaleringen kan reguleres, salEmgg styrken av en respons kan justeres.
Negativ feedback regulering er derfor avgjgrendebféde justering og terminering av en
immunrespons. SOCS-proteinene har siden oppdagel®9Y markert seg som den viktigste
gruppen av intracelluleere negative regulatorerydokinsignalering i bade det medfgdte og

adaptive immunsystemet (Linosdial, 2013).

1.4.1 Struktur SOCS-protein

SOCS familien hos pattedyr bestar av atte medlem8@CS1-7 samt den cytokin induserte
SRC-homolog 2 (SH2) CISH. Fisk uttrykker samtligeOCSer, og i tillegg fire
fiskespesifikke medlemmer: SOCS3b, SOCS5b, SOCSB@QS9 (Jiret al, 2008). De har
alle en lik tredelt struktur med et variabel N-t@rait domenet, et sentral SH2-domenet og en
konservert SOCS-boks C-terminalt (Figur 2) (Dinaitriet al, 2008). Den N-terminale delen
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varierer i lengde og aminosyre sammensetning, oG&fe inndeles i to grupper basert pa
lengden av N-terminal del. SOCS1-3 samt CISH hdtoetere N-terminalt domene, og de
viser en mer markant respons ved cytokin signajeeinn SOCS4-7 som har en lengere N-
terminal (Linossiet al, 2013). SOCS1 og SOCS3 har i tilknytning til Nat@mal en kinase
hemmende region (KIR), som er direkte involverentming av fosforyleringsaktiviteten til
Jak. Spesifisiteten til SOCSene ligger i SH2 dorhesem gjenkjenner og binder til
fosforylerte tyrosiner pa en rekke malproteinekd.eJak, og cytokin reseptorer. SH2 domenet
er forlenget N-terminalt med et SH-subdomenet (ES@h bidrar til & gke affiniteten i
bindingen mellom SOCS og malproteinet og ved debewme orienteringen til fosfotyrosin
bindingssetet for SH2. SOCS-boksen er et 40 amredaygt domenet som interagerer med
en rekke proteiner, og danner en funksjonell E3quiiin ligase (Dimitriouet al, 2008,
Yasukawaet al, 1999, Crokeret al, 2008).

SOCS1-3 samt CISH er nylig klonet fr |@ teme o ssw [ 30"

: = ess socs3
atlantisk laks og @rret, og SOCS-struktur |& &% sman

cs NN T

synes a veere konservert sammenlignet n |M soosbox o Bt [ S

andre vertebrater (Wang and Secombes, 2( 92%[80034 T

socss GG

socss
o
socs7 I
4022

Skjesolet al, 2014). Disse studiene viste,
spesielt SOCS-boksen og SH2 domenet
h kvenslikhet A til pattedyr sekvenser
gy seKkvens et, ogsa til pattedyr sekve Figur 2: Domenestruktur hos SOCS-protein Alle
mens ESS og KIR regionene er m SOCS har et sentralt SH2-domene og en SOCS-boks C-
] -~ terminalt. SOCS1 og SOCS3 har i tillegg en KIR i
fiskespesifikke. tilknytning til N-terminal. SOCSene er arrangerpar,

basert pa prosentvis sekvenslikheten i SH2-domenet.
Figur: Linossiet al.(2013).

1.4.2 Funksjon SOCS-protein

SOCS-proteinene er vist & ha mange ulike funksjasgede deltar blant annet i aktivering og
modning av DC, differensiering av T-celler og aktimg av ferstelinje forsvaret mot virus
(Yoshimuraet al, 2007). SOCSene regulerer en rekke signalveianttdnnet de PRR og
IFN induserte som beskrevet over. Reguleringen &R-thduserte signaler retter seg
hovedsakelig mot MyD88 uavhengig, tB-indusert signalering, mens IRF indusert
signalering ikke er vist & hemmes av SOCS. | refasil antiviralt forsvar og type | IFN
signaloverfgring, er det derfor farst og fremst/3aAT signalveien som reguleres via SOCS
(Yoshimuraet al, 2007, Dimitriouet al, 2008), og denne signalveien er fokus her. Tre

mekanismer for hemming av cytokinsignalering ekbeget for SOCS (Figur 3).
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1)

2)

3)

SOCS1 og 3 er vist a binde direkte til Jak og pa héten hemme fosforylerings-
aktiviteten til Jak. Det er foreslatt at SOCS fumgesom et pseudosubstrat, siden KIR
binder den katalytiske klgften pa Jak med hgy iéfinog hgy konsentrasjon av KIR-
peptid hemmer Jak (Yoshimura and Yasukawa, 201¢ljgNvle det derimot vist at
SOCS3 hemmer Jak ved farst & binde reseptoren W Bvor etter KIR binder
utenfor den katalytiske klgften til Jak. Bindingaste en ikke-kompetitiv kinetikk, og
stemmer derfor ikke med teorien om KIR som pseuostsat. Bindingen forarsaker
sannsynligvis heller en konformasjonsendring i demalytiske klgften til Jak og
hemmer dermed fosforyleringen av tyrosiner badeegéptorer og pa STAT (Babon
et al, 2012). Den samme mekanismen er sa langt ikkef@isSOCS1, men siden

SOCS1 og 3 deler KIR, er en lik virkningsmekanisaansynlig.

SOCSene kan gjennom binding via SH2 domenet dirbldkkere rekrutering av
STAT til cytokinreseptoren. SOCS1 og 3 binder soeskbevet over via SH2 til
tyrosiner pa Jak og blokkerer reseptor og STAT dogéring. SOCS2, SOCS3 og
CISH binder med SH2 domenet direkte til fosfotynesi pa cytokinreseptoren og
blokkerer dermed binding av STAT etter aktivering Jak (Alexander and Hilton,
2004).

En siste mekanisme for SOCSene er a ubiquitiner@rotéiner for degradering i
proteosomene. SOCS-boksen interagerer med ElondttoBgin C, Cullin 5 og Rbx2
som deretter rekrutterer en E2 ubiquitin transterag dermed danner en funksjonell
E3 ubiquitin ligase. Spesifisiteten til SH2 domebehger malproteiner i kontakt med
E3 ubiquitin ligasen som dermed kan merkes for aldgnng via proteosomet
(Alexander and Hilton, 2004). Typiske malproteieerdak og cytokin reseptorer, som

dermed ikke lenger er i stand til & mediere cytskjnalering (Dimitriouet al, 2008).
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Figur 3: Aktivering av Jak/STAT signalveien og ettefglgende aktivering av SOCS-proteiner.Tre
mekanismer for hemming av Jak/STAT signalveienesktevet for SOCS. | denne figuren er mekanismene
for SOCS1, SOCS3 og CISH (CIS) funksjon vist. Indding og blokkering av Jak-aktivitet 2) blokkeriag
STAT forsforylering 3) Ubiquitinering av reseptorelter Jak for proteosomal degradering. Figur: riselit

fra Delgado-Ortegat al. (2013)

Den biologiske rollen til SOCSene i immunsystemadadvis kartlagt i studier hvor SOCSene
i celler eller dyremodeller blir overuttrykte ellsiatt ut. Disse studiene har vist at spesifikke
SOCSer har distinkte funksjoner i noen immunrealesjomens andre reaksjoner pavirkes av
flere ulike SOCS (Alexander and Hilton, 2004). Bityngen av SOCSL1 i regulering av
immunreaksjoner ble tidlig pavist i SOCS1-"knockfomus, som dgde innen tre uker etter
fadsel (Staret al, 1998). SOCSL1 er siden vist & ha en avgjgrend® irctgulering av TLR-
signalering og type | og Il IFN-signalering (Croketral, 2008). Siden SOCSL1 i stgrre grad
enn de andre SOCS regulerer IFN-responsene, knyyss SOCSL1 til forsvaret mot virus
(Akhtar and Benveniste, 2011). Studier med SOCSi figk indikerer at SOCS1 har
funksjonelle likheter med SOCS1 fra pattedyr, ogestaderfor sannsynlig at SOCS1 ogsa hos
fisk er knyttet til det antivirale forsvaret somtgpisk ISG (Skjesokt al, 2014, Nieet al,
2014). SOCSL1 er ogsa uttrykt i stor grad i thynmgser foreslatt & regulere balansen mellom
utvikling av CD4+ og CD8+ T-celler. Videre er SOCSdreslatt regulere balansen i
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differensiering av Thl- og Th2-celler (Palmer angsffo, 2009). SOCS2 er vist a regulere
veksthormon signalering, og overuttrykk av SOCSZ2erfgtil ukontrollert vekst samt
underutvikling av nervesystemet (Crokaral, 2008). SOCS2 er ogsa vist & kunne hemme
aktiviteten til andre medlemmer av SOCS-familiert Br foreslatt at SOCS2 binder andre
SOCS og via E3 ubiquitin ligase merker de for psstenal degradering. @kt degradering av
SOCSL1 er observert ved gkende SOCS2-konsentragjPressevawet al, 2006). CISH
knytts i hovedsak til regulering av STAT5-mediedignalspor, og er dermed involvert i
hemming av blant annet IL2, som stimulerer diffsiering av effektor T-celler (Matsumoto
et al, 1997, Palmer and Restifo, 2009). Rollen til CliSHcelle differensiering er likevel noe
uklar, siden overuttrykk av CISH ogsa er vist itnstere differensiering og overlevelse av
CD4+ T-celler (Liet al, 2000), samtidig som de ikke er observert noesiklee fenotype
endringer i CISH-"knock-out” mus. CISH er likevelisy a regulere signalering via
granulocyte-macrophage colony-stimulating factoroms via STATS5  stimulerer
celleproliferering, differensiering og overlevelae monocytter og makrofager (Lehtonen
al., 2002).

1.4.3 Hvordan reguleres SOCS-niva i celler?

SOCS proteinene uttrykkes som falge av aktivermgignalveiene via en rekke cytokiner,
og hemmer deretter den samme signalkaskaden soveréktdem. De fungerer derfor som
klassiske negative feedback-hemmere i immunsystefmatksjonen til SOCSene rekker
likevel utover bare cytokinsignalering, og andiensti, som f.eks. lipopolysakkarider (LPS),
cyclisk AMP (cAMP) og insulin er ogsa vist a indis&OCS produksjon (Yoshimued al,
2007, Palmer and Restifo, 2009). | hvilken gradulike SOCSene uttrykkes er i tillegg
avhengig av hvilket av SOCS-proteinene som uttrgkkg hvilken celletype som stimuleres.
Samtidig er SOCSene ngye regulert pa bade postdsjons og transkripsjons niva for a
unnga overdreven hemming av cytokinsignalering.pEdsjon av SOCS-proteiner reguleres
ogsa ved alternativ spleising og mRNA stabiliteal(fer and Restifo, 2009). Transkripsjon
av SOCSL1 er vist & hemmes via et ekstra start cogpstrams for SOCS-mRNAets start
codon, og krever sannsynligvis binding av et cagtggn sammen med ribosomet for a oppna

transkripsjon (Gregoriefét al, 2000).

Funksjonelle SOCS har generelt kort halveringstidm forarsakes av en rekke post-
transkripsjonelle modifiseringer av SOCS proteinep®CS1 og CISH har i tilknytning til

16



Innledning

SH2 domenet en PEST sekvens, som er vist & indysereolyse av SOCS3 (Baben al,
2006, Wanget al, 2011). PEST sekvensen er likevel ikke pavist$i€ihos fisk, sa det er
uvisst om samme regulerings mekanisme eksister®ffiblo (Nie et al, 2014, Wanget al,
2011). SOCS3 genet koder for ett ubiquitinerings,ssom bidrar til proteosomal degradering
etter transkripsjon. Ved celluleer stress kan dedtet ekskluderes ved alternativ spleising, og
SOCS3 som mangler dette setet er vist a vaere rabiltsbg aktivt enn villtype SOCS3
(Sasakiet al, 2003). Det er ogsa antatt at SOCS-boksen i stat bidrar til SOCS stabilitet
via interaksjoner med elongin C. Fosforylering gvosiner i SOCS-boksen hos SOCS3
blokkerte interaksjon med elongin C, og indusertetgpsomal degradering av SOCS-
proteinet (Haaret al, 2003). Enkelte SOCSer, inkludert SOCS2, er vigtirine kryssreagere
med andre SOCS og regulere disse ved proteosorgeddiging. SOCS-boksen og binding
av Elongin B og C er vist & veere essensiell forndefunksjon hos SOCS2, og en
ubiquiterings mekanisme er derfor sannsynlig (Resgxet al, 2006). Betydningen av en
SOCS2 degradering av andre SOCS er likevel ukidensbade overuttrykk og delesjon av
SOCS2 kan stimulere enkelte signaleringsveier (Babnd Restifo, 2009).

1.4.4 SOCS og virale infeksjoner

Den antivirale IFN-responsen, som er fiskens swstekdgrstelinjeforsvar mot virus, er i
utgangspunktet ytterst potent, og uten mekanismes funnga denne responsen hadde ikke
virus veert noen evolusjonaer suksess. Ved a interageed flere ledd i bade PRR-
signaleringen og Jak/STAT-signalveien har virusklét en rekke mekanismer som hemmer
den nedstrgms IFN-responsen og fglgende produlkasjoantivirale proteiner (Weber and
Haller, 2007). Forsgk med atlantisk laks har vistdette ogsa er tilfellet hos fisk, hvor
infeksjoner med IPNV i stor grad demper den ardieirIFN-responsen. Likevel er den
direkte mekanismen for hvordan de virale proteinggragerer med IFN-signaleringen stort
sett ukjent auksun (Lauksund, 2014). SOCSenes Irakke spesielt SOCS1, i hemming av
IFN-signaleringen gjgr dem derfor til opplagt méhsvirus kan utnytte, og en rekke virus er
ogsa vist a kunne indusere SOCS uttrykk og etigefale hemme bade medfadte og adaptive
immunresponser (Akhtar and Benveniste, 2011). flekte tilfeller hvor virus er vist a gke
SOCS uttrykket, har det veert knyttet til hemming alke komponenter i Jak/STAT
signalveien, og fglgende reduksjon i produksjonaativirale proteiner (Delgado-Ortegda

al., 2013). SOCS1 har ogsa vist seg a veere direktdvient i virus partikkel produksjon og

transport av virusprotein i den infiserte cellenbidditinering er et viktig ledd i
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virusproduksjon for human immunodeficiency virugHlV-1) og studier har knyttet SOCS1-
E3 komplekset til HIV-1 produksjon. Samme studist®i ogsa at SOCS1 var viktig i
stabilisering av microtubuli nettverket i cellemsdransporterer viruspartikler i cellen (Nishi
et al, 2009).

Rollen til SOCS proteinene i virusinfeksjoner hisk fer sa langt lite beskrevet. @kning i
SOCSS3 uttrykk hos karp&yprinus carpiol.) er pavist etter infeksjon med spring vireamia
of carp virus (SVCV) (Xiacet al, 2010). SOCS uttrykket ble ogsa malt i hodenyre et
(Salmo trutta etter infeksjon med viral hemorragiic septicemiaus (VHSV). Infeksjonen
viste en oppregulering i SOCS1 og SOCS3 uttrykkensnuttrykket av SOCS 5 og SOCS7
ble nedregulert (Wangt al, 2011). Nylig utfgrte studier i cellelinjer frarleer av mandarin
fisk (Synchiropus splendidugar vist at genomet til Megalocytivirus koder forale SOCS-
liknende proteiner. SOCS-proteinet manglet SOCSé&0k men viste seg a hemme

Jak/STAT signalering ved a interagere med Jak (@, 2012).
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1.5 Problemstilling

SOCSene er en relativ nyoppdaget komponent i imorawéret, og det er derfor mye som
gjenstar & kartlegge om funksjonene til disse jmetee, spesielt hos fisk. Selv om de fleste
SOCSene som er pavist hos pattedyr ogsa er passsfisk, er det fa funksjonelle studier
knyttet til hvilke funksjoner SOCSene har i fiskemsnunsystem. Beskrivelsen av SOCSene
i teksten over, baserer seg i stor grad pa studfert pa pattedyr. Enkelte nyere studier pa
karpe og piggvar§cophthalamus maximuSOCS3 (Xiacet al, 2010, Zhanget al, 2011),
regnbuegrret @ncorhynchus mykissSOCS1-3 (Wang and Secombes, 2008) og zebrafisk
(Danio rerio) (Nie et al, 2014) viser at SOCS ogsa hos fisk er ISG og stsdfunksjoner
sannsynligvis er konserverte mellom pattedyr o§.flset nylig publisert studie fra Jorunn
Jargensens forskningsgruppe er 3 medlemmer av S@@&n familien, SOCS1, SOCS2 og
CISH, identifisert i atlantisk laks (Skjesel al, 2014). Formalet med dette studie var & videre
karakteriseres disse SOCSene, og kartlegge i mvilpgad de har en rolle ved virale

infeksjoner.

Delmal 1

Undersgke uttrykk av SOCS-transkripter i vev filzaibrganer i frisk atlantisk laks

Delmal 2

Undersgke uttrykk av SOCS-transkripter i ulike orgafra laks smittet med SAV3.

Delmal 3
Undersgke uttrykk av SOCS og udvalgte ISG-tranghripTO-celler infisert med SAV3 og
IPNV over tid.

Delmal 4
Undersgke uttrykk av SOCS-transkripter i kultiveléseleukocytter stimulert med ulike
TLR-ligander.

Delmal 5

Etablere en stabilt transfektert CHSE-cellelinjansoveruttrykker SOCS1 og SOCS2 og

undersgke cellenes respons pa stimulering med IFNa.
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2. Materiale og Metode

2.1 Forsgksfisk og organuttak

2.1.1 Forsgksfisk
All fisk brukt til organuttak var uvaksinert atlasit laks Salmo salarL. stamme Aqua Gen
standard generasjon 2011 holdt pa havbruksstasjofimmsg. Fisken ble holdt pa sjgvann

med et kontinuerlig lysregime og foret med komnedtgor fra Skretting.

2.1.2 Organuttak

For in vivo studie av normalekspresjon av de ulike SOCS-prets ble det brukt fisk som

hadde en gjennomsnittsvekt pa 117 gram, og ble keldi5 °C . Fiskene ble avlivet med slag
i hodet fgr organuttak og blodtappet Yfana caudalisPrgver ble tatt fra seks individer og ti
organer (hud, muskel, gjeller, thymus, hjerte, tewrilt, tarm, hodenyre og nyre) fra hver
fisk, og de ble dissekert ut og overfart til RNAdafor videre analyse.

For in vivo studie av ekspresjon av de ulike SOCS-proteine®AV-smittet fisk, ble RNA
som var isolert i et tidligere utfagrt smitteforswi&d forskningsgruppen brukt (Fremmerlid,
2012). Fisken hadde en gjennomsnittsvekt pa 80 ginle holdt ved 10 °C. En kohabitant
smittemodell ble benyttet, hvor den friske fiskéa éksponert for fisk smittet intraperitonealt
(ip) med SAV3. Det anvendte virusisolatet var SAZB/03 med virustiter 5 x 6 TCID
50/ml. Hver fisk ble injisert med 2,0 ml virussusp@n fortynnet 1:20 i MEM. Totalt 52 fisk
inngikk i forsgket, hvorav 10 ble injisert (ip) medus. Prgver ble tatt fra kohabitanter og
kontrollfisk i et separat kar, atte individer fraen gruppe, - 17, 21, 28 og 35 dager etter
smitte. Gjeller, hjerte og hodenyre ble dissekdrtog overfgrt pa RNA-later for videre

analyser.

For in vitro studier av isolerte cellekulturer fra hodenyre llet brukt fisk med en
giennomsnittsvekt pa omtrent 1 kg som ble holdt wetlrlig sjgtemperatur. Fisken ble
avlivet med slag i hodet far organuttak og blod&gmVena caudalisHodenyre og milt ble
sterilt dissekert ut, overfart til 15 ml L-15 medidilsatt heparin og 2 % FBS og transportert

pa is til labben.
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2.2 Dyrkning og splitting av Celler:
Chinook salmon embryo celler (CHSE-214) (Frgeal, 1965) og TO-celler er to cellelinjer
som er mye brukte verktgy i infeksjonsstudier agligr av immunreaksjoner hos laks. TO-

cellene er isolert fra fornyre leukocytter fra atlak laks (Wergeland and Jakobsen, 2001).

CHSE-214 og TO-celler ble dyrket som monolag ved°@0i celleinkubator (Termaks) i
Leibovitz's L-15 medium tilsatt 200U/ml penicillimg 6Qug/ml streptomycin, (Gibco®, Life
technologies) og 8 % fetal bovine serum (FBS) (Biom AG).

Arbeidet med celler ble utfgrt i LAF-kabinett (Daafl.VFRS 1206), som sammen med utstyr
ble sterilisert med 70 % etanol far bruk. Cellete dyrket til 90-95 % konfluens i 175ém
celledyrkningsflasker (Nuff¢ Thermo Scientific) og deretter splittet. Ved &g fiernes
vekstmedium og cellene vaskes med 7 ml fosfat bsiéne (PBS) (Sigma-Aldrich) for &
flerne trypsinhemmere fra FBS i overskuddsmedietleBe som er festet til flaskebunnen
lgses i 2 ml Trypsin/EDTA (0,5g/I trypsin og 0,2I gZDTA) (Sigma-Aldrich) med en
konsentrasjon pa 5x for CHSE-214-celler og 1x f@-deller. Cellene lgsnes etter noen
minutter, og dunk med handflaten i siden av flaskamskynder prosessen sa cellene ikke
utsettes for trypsin ungdvendig lenge. Cellesugpean resuspenderes i 10 ml vekstmedium
og antall celler i fortynningen (celler/ml) tellesed nucleocounter (Nucleo Counter YC-100,
Chemometec) etter protokoll fra produsent. Lgsnmindertynnes deretter ytterligere i
vekstmedium til gnsket konsentrasjon for vidercdint i flasker eller brett, avhengig av
eksperiment

2.3 Isolering og stimulering av leukocytter fra athntisk laks:

Leukocytter fra hodenyre ble isolert fra atlantisks som beskrevet av Jgrgensen et al.
(Jargenseret al, 2001). Enkeltsuspensjon av hodenyre og miltr§egeres gjennom en
diskontinuerlig Perkoll-gradient bestdende av ¢dite silica partikler. Ulik tetthet av silica
partikler danner en tetthetsgradient nedad i katonrLeukocyttene vil ved sentrifugering
sedimentere ved en kjent likevektstetthet, ulik randellers, og kan dermed isoleres fra
suspensjonen (AmershamBioscience, 2014).
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2.3.1 Isolering av adherente leukocytter fra hodeny

Hodenyre ble homogenisert gjennom en L@®-cellestrainer (Falcon) i L-15 tilsatt penicilin
(60 pg/ml), streptomycin (10Qug/ml), heparin (20 U/ml) (LEO pharma) og 2 % FBS.
Cellesuspensjonen ble overfart til en 25/54 % Remadient og sentrifugert i 11 ml
sentrifugergr (Nunc) ved 400x g i Multifuge 1S-Refdeus) i 40 min ved 4 °@erkoll
gradientene prepareres med en 100 ml utgangslgsnirg % ml Perkoll (GE healthcare)
fortynnet i 9 % NaCl tilsatt 0,4ml heparin 500U/rRlemtifire % Perkoll-lgsning lages med
fortynning av utgangslgsning i L-15 med tilsetningem ovenfor, og 25 % lages ved at

utgangslgsningen fortynnes med PBS tilsatt 20 Wplarin.

Leukocyttene vil etter sentrifugering anrikes i dgmlige fasen mellom 25 % og 54 %, som
hgstes med sterilpipette og vaskes to gangerIditkd5 medium ved a sentrifugere i 10 min
ved 300x g. Cellepelleten resuspenderes i 20-4Q-&B tilsatt antibiotika og 0,1 % FBS.
Celletallet ble bestemt ved avlesning i en nucleoter og tettheten justert til 7 x °.0
celler/ml i L-15 tilsatt antibiotika og 0,1 % FBXellene ble sadd ut i 24-brgnners brett med
en tetthet p& 7 x f0celler per brenn. Etter inkubering i 24 timer vid °C ble ikke-
adherente celler fiernet ved a vaske brgnnene geganed L-15 tilsatt antibiotika og 5 %
FBS.

2.3.2 Stimulering av leukocytter

Celler fra hodenyre ble stimulert med syntetisklmitradig RNA: polyinosinic-polycytidylic
acid (poly I:C) (10 ug/ml), syntetiske oligodeoxynukleotider (ODN): ldas B CpG
ODN(2006T) og non-CpG ODN (2007) &), TLR7/8 agonisten R-848 (d&/ml).
Kontrollceller ble holdt ubehandlet og kun tilsa#15 tilsatt antibiotika og 5 % FBS.
Stimulantene ble fortynnet til gnsket konsentrasjanrl5 m. 5 % FBS, hvoretter det i 24-
brgnners brett ble tilsatt 0,5 ml stimuleringslagnbg i 96-bragnnersbrett ble tilsatt 0,1ml

stimulerinslgsning. Alle plater ble inkubert ved “IZlfar og etter stimulering.

To stimuleringsforsgk ble gjennomfart. | del en ldeikocytter isolert fra tre individer
stimulert med polyl:C, CpG og non-CpG i 8, 24 ogtd#Ber. | del to ble leukocytter fra to
individer stimulert med polyl:C og CpG i 24 og 7géa. Etter 7 dager ble cellene restimulert
med R-848 i 24 timer. Medium pa cellene i del te &kiftet ved dag 6 med L-15 tilsatt 5 %

FBS. Alle stimuleringer ble satt opp med en enkeltallell for hver stimulering. Adherente
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celler fra del ble hgstet med TRIzol® Reagent (ltdehnologies) i henhold til protokoll fra

produsent. Suspensjonene med lyserte celler blbewapt ved -70 °C far videre RNA-

isolering. Real time kvantitativ PCR (RT-qPCR) nmdnere spesifikke for SOCS1, SOCS2
og CISH ble utfgrt for & pavise endring i genutkykellene

2.4 Infeksjon av TO-celler med SAV3 og IPNV:

For & kartlegge SOCS-uttrykket ved en virusinfekse TO-celler infisert med salmonid
alphavirus 3 (SAV3) og infeksigs pankreas nekroses\(IPNV). Isolatene som ble anvendt i
studiet var SAVH20/03 (Hodnelaret al, 2005) og IPNV stamme N1 serotype Sp (Christie

et al, 1988), som stammer fra utbrudd av henholdsvi®oDPN i Norge.

TO-celler ble s&dd ut i 24-branners brett med &heepa 10 celler per brenn i L-15 tilsatt
100 U/ml penicillin og 6Qug/ml streptomycin og 8 % FBS og inkubert ved 15 6@er natt.
Foar infeksjon ble virus fortynnet i L-15 mediumsttt 100 U/ml penicillin og 6@g/ml
streptomycin i henhold til gnsket multiplicity affection (MOI) som fglgende:

TO-céler* MOI
TCID,,*0,7

Forsgket ble satt opp med MOI 2 infeksigse partigédle i TO celler for SAV3 og MOI 2 og
10 for IPNV.

Far smitting ble cellemedium forsiktig fijernet, dgml virussuspensjon tilsatt hver brgnn
hvoretter brettet ble inkubert ved 15 °C i 3,5 tirfr SAV3 infeksjon og 2 timer for IPNV
infeksjon. Etter smitte ble virussuspensjonen kiigifiernet og 1 ml L-15 m. tilsatt 100 U/ml
penicillin og 60ug/ml streptomycin og 2 % FBS (vedlikeholdsmediumdretter cellene ble
inkubert ved 15 °C . Negative kontrollceller blisait 1 ml vedlikeholdsmedium og positive
kontrollceller ble stimulert med polyl:C (@g/ml) i vedlikeholdsmedium og inkubert ved de

samme betingelser. Infiserte praver ble satt opp tsiplikater og kontroller som duplikater.

Cellene ble hgstet etter 2,3,4,7 og 8 dager ettétesmed SAV3 og etter 24, 48, 72 og 120
timer etter smitte med IPNV. Cellene ble hgstet niddl buffer (RNeasy® Mini Kit,
Qiagen) tilsatt 0,01 % 2-Mercaptoethanol (Sigmarigld) i henhold til protokoll fra
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produsent. Suspensjonen med lyserte celler ble eyagpb ved -70 °C fogr videre RNA-

isolering.

RTg-PCR primere spesifikke for SOCS1, SOCS2, CIEN1a og Mx-protein ble utfgrt for
a pavise endring i genuttrykk i cellene. Mengdevirhver enkelt prgve ble bestemt med RT-
gPCR med primere spesifikke for nsP1 og VP2. Hudeltprgve ble analysert mot en
standardkurve tillaget ut fra kjent mengde plasmield henholdsvis nsP1 og VP2 (avsnitt
2.8).

2.5 Stabil transfektering av CHSE-celler:

Transfeksjon er prosessen hvor genetisk matersas) oftest plasmid-DNA, settes inn i
eukaryote celler. Ulike transfeksjonsmetoder finmesde baserer seg pa kjemiske reaksjoner
(kalsiumfosfat, kationiske liposomer), fysisk betiamy (elektroporering, magnetofeksjon)
eller bruk av virus som beaerere av DNAet. Hvilke odetr som gir effektiv transfeksjon
varierer mellom cellelinjelVed stabil transfeksjon gnsker man at det genetiskterialet blir
inkorporert i cellens kromosomer, sa cellene odedetllene vil uttrykke det aktuelle genet.
For & kunne selektere de cellene som har tatt opmnied DNA, blir mal-DNA ko-
transfektert med et markgrgen som gir cellen eggeksom det kan selekteres for, for
eksempel antibiotikaresistens. Dermed vil alleeredlom ikke har tatt opp resistensplasmidet
do ved tilsetning av et gitt antibiotikum, mensleektransfektert med dette plasmidet vil
overleve. Ved ko-transfeksjon av to ulike plasmi@fedlgen og resistensmarkar) vil opptak

av begge plasmider i samme celle som oftes skje.

2.5.1 Etablering av cellelinjer stabilt transfektened SOCS1 og SOCS2

Eukaryote ekspresjonsvektorer pDEST-GFP (fra di.amark, Universitetet i Tromsg) med
SOCS1 og SOCS2a promoter koblet til et GFP-repdtestrukt, beskrevet i Skjeset al.
(2014).

CHSE-214 cellene ble transfektert med Lipofektamifi®e technologies). Lipofektamin®
danner et kationisk liposom rundt plasmidet, sorsjditerer med plasmamembranen til
CHSE-cellene hvoretter plasmidet leveres inn i ecellfor eventuell replikering og
inkorporering i kromosomet. CHSE-cellene ble s&dd a2,5 cnf celledyrkningsflasker
(Nunc) med en tetthet pa 1,3 mill. celler/flasketyonet i 4 ml Minimum Essential Media
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(MEM) tilsatt 100 U/ml penicillin og 6@0g/ml streptomycin, 1 % non essensielle aminosyrer
og 8% FBS, heretter nevnt vekstmedium. Tidligerfararg til siger at dette vil gi en
konfluens pa 80 %. Cellene ble inkubert ved 20 9€r matt.

CHSE-214 cellene ble ko-transfektert med GFP-ta§g2€S1 eller SOCS2 og pBABEpuro
plasmid, som er beerer av puromycin resistens géwketgene, plasmid 1764) med forhold
5:1. | henhold til protokoll fra produsent ble detregnet 26g DNA med GFP-tag og 12§
pBABEpuro samt 14 lipofektamin® per transfeksjon.forkant av transfeksjonen ble DNA
og Lipofektamin® fortynnet hver for seg i JOOMEM, og blandingen med Lipofektamin®
ble stdende 5 min ved romtemperatur. Lasningene DAl og Lipofektamin® ble deretter
blandet 1:1 og inkubert i 20 min for a tillate dafse av liposomer. Vekstmedium pa flaskene
ble skiftet med MEM uten tilsetninger og DNA/lipgtamin® ble tilsatt. Cellene ble inkubert
med CQ over natt ved 20 °C (Forma, Thermo Scientific). gBa etter ble
transfeksjonsmedium i hver flaske skiftet med 3velistmedium tilsatt puromycin. Det ble
anvendt en konsentrasjon pa 0,001mg puromycinsonh har vist seg effektiv i a drepe ulike
cellelinjer fra atlantisk laks (Schiogt al, 2011). Cellene ble inkubert med €@d 20 °C
hvoretter vekstmedium tilsatt puromycin ble skifi&entlig.

Ko-transfeksjon av celler med SOCS- og puromycsistens plasmid vil ved dyrkning i
medie tilsatt puromycin, resultere i en blandingcaller som har tatt opp begge plasmider og
celler som bare har tatt opp puromycin-resisteasrpidet. Cellekulturene ble derfor sortert
ved hjelp av flow-cytometri og GFP-tag i FACSAriBecton Dickinson). Fgr sortering
vaskes cellene med romtemperert PBS for a fiersereav FBS, hvoretter de lgsnes fra
flasken ved & tilsette 5x Trypsin/EDTA (0,5g/! tsjp og 0,2 g/l EDTA) (Sigma-Aldrich) og
vaskes i 1 ml vekstmedium ved & sentrifugere asdigsnsjonen ved 1000 G i 10 min.
Deretter resuspenderes cellene i 1 ml vekstmedigisoderes. Etter sortering resuspenderes
cellene i vekstmedium og dyrkes videre i celledymgsflasker som beskrevet over.

Cellene ble observert i mikroskop, hvor fluorisetersignal fra cellene indikerer vellykket

ko-transfektering. Western blott ble gjennomfart dopavise GFP-tagget SOCS protein med
riktig starrelse i cellene (beskrevet nedenfor)e som vil bekrefte om transfeksjonen har
veeret vellykket (avsnitt 2.10). RT-gPCR med primgpesifikke for SOCS1 og SOCS2 ble
utfart for undersgke gkt genuttrykk i cellene (attsh8).
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GFP-SOCS1, SOCS2 GFP-EV transfekterte CHSE-214rdalé sadd ut pa dekkglass i 24-
branners brett og inkubert ved 20 °C og 5 %,QADdet kunne observeres 100 % konfluens.
Medium ble deretter fijernet og cellene ble vasket®BS 2x, hvoretter de fikseres med 4 %
paraformaldehyd ved 5 °C i 30 min. Cellene ble easkied PBS i 2x 10 min, og
dekkglassene ble forsiktig overfart fra brannerolijektglass med en drape 10 % glycerol.
Cellene ble avbildet under mikroskop med Leica DDO® B.

2.5.2 Stimulering av SOCS-transfekterte celler

SOCS1 og SOCS?2 transfekterte CHSE-214 celler hld s& i 24-brgnners brett med en
tetthet p& 2x10celler per brgnn i 1 ml vekstmedium uten puromymém brgnn og inkubert
med CQ over natt. Cellene ble stimulert med IFN1a (50enly/(J.B. Jargensen, personlig
meddelelse). Stimuleringslgsningene ble laget strekdium uten puromycin. Hver brgnn ble
tilsatt 10Qul stimulerigslasning hvoretter brettet ble klapfaisiktig pa siden for & blande
lasningen med medie i brannen. Ikke-transfekteHSE-celler ble anvendt som kontroll og
tilsatt 10Qul vekstmedium uten puromycin. Alle pregver ble sgip som triplikater. Cellene
ble hgstet etter 8 og 24 timer med RLT buffer (R®y& Mini Kit, Qiagen) tilsatt 0,01 % 2-
Mercaptoethanol (Sigma-Aldrich) i henhold til preed fra produsent. Suspensjonen med
lyserte celler ble oppbevart ved -70 °C far vid&MA-isolering. RT-gPCR med primere
spesifikke for SOCS1, SOCS2 og Mx-protein ble utfar & pavise endring i genuttrykk i
cellene (avsnitt 2.8).

2.6 Isolering av totalt RNA fra organer og cellelifer:

Graden av genuttrykk undersgkes ved & male mengdeesifikke mRNA for et gitt gen i
celler og vev. Isolering av RNA baseres pa metoglkitevet av Chomczynski and Sacchi
(1987), hvor RNA fra celler og vev isoleres medneono-faset lgsning av fenol og guanidin
isotiocyanat som effektivt lyserer celler og iselerRNA, samtidig som den ivaretar
integriteten til RNAet. RNA degraderes fort av ninkleaser (RNaser) bade endogene og i
miljget, sa det benyttes RNase fritt utstyr undeleprosessen. Alle sentrifugeringer ble gjort
I Eppendorf centrifuge 5417R ved romtemperaturatarannet ikke er spesifisert.

Homogenisering og faseseparering av vevspravdrisiafisk, uvaksinert laks ble utfart med
TRIzol® Reagent (Life Technologies) i henhold tibfokoll fra produsent. Vevspraver pa ca.
30 mg og 100Qul TRIzol® Reagent ble overfart til 2 ml Sarstedmed tre autoklaverte
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keramiske kuler og homogenisert ved 5900xg i 15 sgki to omganger i Precellys® 24
Homogenizer (Bertin Technologies). Alle prgver bleoldt pa is far og etter
homogeniseringen. Homogeniserte prgver ble oppbewed -80 °C dersom det ikke
umiddelbart ble ekstrahert RNA. Fasesepareringan, RNA separeres fra DNA og protein i
homogenatet ved tilsetning av kloroform, ble utfiekombinsajon med isolering av totalt
RNA. Fasesepareringen ble utfgrt i centrifuge nelkjl 4 °C. Totalt RNA ble isolert fra
vevsprgvemed Total RNA 1l kit (Machery-Nagel). RNA-fasen bdeerfart til 70 % EtOH

med forhold 1:1, ca. 47hl RNA-fase til 475ul 70 % EtOH. Deretter ble protokoll fra

produsenten fulgt.

RNA ble isolert fra vesprgver fra SAV3 infisert Kismed TRIzol® Reagent (Life

technologies) som beskrevet av Fremmerlid (2012).

RNA fra TO-celler infisert med virus og stabilt nisfekterte CHSE-celler ble isolert med
RNeasy®Mini Kit (250) (Qiagen) i henhold til protolk fra produsent. For ytterligere rensing
av RNA ble ett ekstra trinn for DNA-degradering lundtert ved bruk av RNase-Free DNase
Set (Qiagen) i henhold til protokoll fra produsestden RNA konsentrasjonen forventes a

veere lav ble eluatet kjgrt gjennom kolonnen to gang

RNA fra celler isolert fra hodenyre ble isolert m&RIzol® Reagent (Life Technologies)
kombinert med RNeasy®Mini Kit (250) (Qiagen) somskrevet over og i henhold til
protokoller fra produsentene. Justeringer som leegtroverfor ved bruk av. RNeasy®Mini
Kit (250) (Qiagen) ble utfart.

Etter isolering ble RNA konsentrasjon og renhettm@d NanoDrop spectrophometer (ND-
1000, Thermo Fisher Scientific)..& 0g Aego viser absorbsjonen ved 260nm og 280 nm, som
gir et mal for henholdsvis RNA- og protein-konsasfon, og som dermed angir dermed
forholdet mellom disse. En ratio mellom disz&,8 viser at prgvene ikke inneholder
kontaminerende mengde av protein. Prgvene ble oppbeed -80 °C (vevsprgver og celler
fra hodenyre) eller -70 °C (TO-celleprgver og prdva stabilt transfekterte celler) far videre

cDNA syntese.
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2.7 cDNA syntese:

Isolert og renset mRNA transkriberes til copy DNADNA) med enzymet revers
transkriptase for videre amplifisering. Kopiering BNA skjer in vitro ved hjelp av en
rekombinant moloney murine leukemia virus revemngkriptase. Revers transkriptasen
binder RNA-traden ved hjelp av korte oligonukeletid(primere) og syntetiserer en
komplementaer DNA-trad hvoretter RNA-traden degrasleiSyntesen bestar av tre steg
initiert av skift i temperatur, som innebeerer: diitng, elongering og denaturering, og
optimalt resulterer i ss-cDNA med forhold 1:1 tpprinnelig mengde mRNA. Reaksjonen
utfares i thermo-cycler (2720 Thermal cycler, Apdlibiosystems). Etter endt cDNA syntese

oppbevares prgvene ved -20 °C fagr videre analyser.

cDNA ble transkribert fra RNA ved bruk av TagmanvBse Transcription Kit (Life
Technologies). Mengden RNA ble justert med,@Hi henhold til den malte RNA-
konsentrasjon, s& mengden RNA i hver prave bleAds. oversikt over total mengde RNA
som ble transkribert for hvert forsgk se appentixfor & forhindre degradering av RNA ble
RNase hemmer tilsatt og all pipettering ble gjo#t ip. Falgende pipetteringsskjema ble
benyttet for hver 1@ reaksjonsvolum, hvor totalvolumet ble justerteetvolumet som

trenges for videre gPCR:

10x buffer 1,0
MgCl, 2,2
dNTPs 2,0
Random hexamers 0,5
RNase inhibitor 0,2
Multiscribe RT 0,25
RNA Max 3,85
dH,O ad 10
Totalt 20,0

Revers transkriptase reaksjonen ble utfgrt i thegmleren programmert med fglgende
temperaturregime: 10 min ved 25 °C, 30 min ved @809 5 min ved 95 °C. Prgvene ble
deretter holdt i thermocycleren ved 4 °C til de tilesset ned og oppbevart ved -20 °C for
videre analysering. Ved cDNA-syntese med RNA fraspegver fra ubehandlet fisk, ble
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temperaturregimet justert som fglgende: 10 min2&dC, 60 min ved 45 °C og 5 min ved 95
°C hvoretter holdt pa 4 °C.

2.8 Kvantitativ RT-PCR:

RT-gPCR er basert pa PCR hvor spesifikke DNA-sekgeroppformeres og samtidig
kvantifiseres ved hjelp av fluoriserende fargestdffetoden anvendes derfor til & male
genuttrykk i celler, blod eller vev (Heiet al, 1996, Higuchiet al, 1993). Den fluoriserende
fargen vil gke proporsjonalt med mengden gentrapiskr og males etter hver
amplifiseringssyklus. Nar fluorisensen gker sidaifit fra det som betegnes som
bakgrunnsstgy settes en “"thresholdet” enten autsknateller manuelt. Den
amplifiseringssyklusen  hvor fluorisensen overstigahresholdet beskrives som
thresholdsyklusen . C, verdien er inverst relatert til mengden cDNA, aglav Cq verdi
medfarer derfor stagrre opprinnelig mengde av cDNAs. hgyere uttrykk av genet
(LifeTechnologies, 2012).

To ulike assayer med ulik fluorokrom ble brukt; SX®Green og TagMan®. Sybr-Green er
et fargestoff som binder til "minor-groove” (fordyimger) som finnes i dobbeltradig DNA og
som gir mye sterkere fluorisense i bunden enn ndbu tilstand. Fluorisensen fra TagMan
assayet stammer fra en "probe” som spesifikt bindéigenet. "Proben” er koblet til to
flouriserende fargestoffer, en reporterfarge og’@mencher”, som nar "proben” er intakt
absorberer fluorisensen fra reporterfargen. Tag QMdAmerasen har en 5 nukleaseaktivitet,
slik at den nar malgenet mangfoldiggjeres klgyvem dundne "proben”. Etter klgyving av
"proben” blir den frie reporterfargen ikke lengdrsarbert av "quencheren” og den vil dermed

avgi fluorisens (LifeTechnologies, 2012).

For & observere en relativ endring i malgener déligtiv kvantitering benyttet, en metode som
anses som egnet for undersgke endringer i genkt(Bfiaffl, 2001). Uttrykket av malgenene
normaliseres da i henhold til et referansegen, fmmwentes a veere stabilt uttrykt uansett
behandling. EF1aB regnes som velegnet referansegdnundersggelser av genuttryk i
atlantisk laks (Olsvilet al, 2005), og ble derfor benyttet.

Absolutt kvantifisering er en RT-gPCR metode hven @bsolutte mengden DNA i en ukjent

preve bestemmes ved a analysere den mot en standardillaget ved fortynning av praver
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med kjent mengde DNA. | dette arbeidet ble viruspaenmalt med primere spesifikke for
nsP1 for SAV3 og VP2 for IPNV. En ti-folds fortymjsrekke ble laget med 4ail 10
plasmider med gensekvenser for henholdsvis nsPYR® og analysert i triplikater med
gPCR. Virusmengden i de ukjente prgvene bestemeretter fra pragvenes Cg-verdi og den

tilagede standardkurven med fglgende formel:

Q= 1Ca-bra (1)

Ligning 1 viser sammenhengen mellom standardkungerden ukjente prgven. Cq verdien
males i den ukjente prgven, og b og a er verdiestimdardkurven tilsvarende y = ax+b.

En real-time PCR reaksjon bestar av 40 sykluser oppdormering av cDNAet. Hver syklus
bestar av tre steg regulert med skift i temperatenaturering, amplifisering og ekstensjon,
og ved optimale betingelser vil mengden cDNA foldsldor hver syklus. Hag temperatur i
denaturasjonsfasen splitter dsDNA til ssDNA. | afijgsjonsfasen senkes temperaturen og
tillater primere & feste seg til DNA-traden. | ekstjonsfasen tilpasses temperaturen til DNA-
polymerasen sin optimale temperatur, hvor den sigeter en ny DNA-trad. Ved bruk av
SyberGreen assay tilfgyes en ekstra smeltekurvel fdetektere amplifisering av ugnsket
DNA, dette fordi SybrGreen binder uspesifikt tit dsDNA (LifeTechnologies, 2012). Ved &
gke temperaturen over smeltepunktet tii DNA-et tididene dissosiere, og man vil kunne
observere en sterk reduksjon i fluorisens. Ulikesg&venser vil ha ulike smeltepunkt, og ved
amplifisering av ugnsket DNA vil en derfor kunnesebvere flere utslag pa smeltekurven.

Oversikt over antall sykluser, temperatur og vaeighv ulike steg er vist i tabell 2.

Tabell 2: RT-PCR program for SYBR®Green og TagMan®. Smelteém inkluderes ved kjgring med
SYBR®Green assay.

Steg Temperatur (°C)  Varighet Antall sykluser
(sekunder)

Denaturering 95 20 Hold

Denaturering 95 3 40

Amplifiseringog 60 30 40

ekstensjon
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Smeltekurve 95 15 kontinuerlig
60 60
95 15
60 15

Den kvantitative bestemmelsen av genuttrykk, blengpmfgrt med Fast SYBR®Green
Master Mix, SYBR®Green PCR Master Mix eller TagMafe8t universal PCR Master Mix,
se appendix Il for oversikt. Den absolutte kvaséfingen ble gjennomfgrt med TagMan®

fast universal PCR Master Mix.

Primere og prober som ble anvendt er vist i taBePrimereffektiviteten er tidligere
bestemt i forskningsgruppen etter metode beskravelfaffl (2001). Oppsettet for
Fast SYBR®Green Master Mix og SYBR®Green PCR Madler var det samme. Hver
reaksjon pa totalt 20l ble tilsatt 10ul mastermix og 188 nM av hver primer. cDNA prgvene
ble fortynnet som vist i appendix Ill, og @ cDNA ble tilsatt hver reaksjon hvoretter
resterende reaksjonsvolum ble utfylt ayOH Oppsett med TagMan® fast universal PCR
Master Mix var falgende: hver reaksjon pa;2le tilsatt 10ul TagMan buffer, 900 nM av
hver primer og 250 nM probe. cDNA prgvene ble fortgt som vist i appendix Ill, og 2,8
cDNA ble tilsatt hver reaksjon hvoretter resteremelaksjonsvolum ble utfylt av 4. To
negative og en positiv kontroll ble inkludert paehwplate. De negative kontrollene
inkluderte cDNA som ble erstattet med vann for dedke uspesifikk binding som
falge av kontaminering med cDNA. For & utelukke tioninering med genomisk
DNA ble det enten tatt med en prgve som ved cDNitesen ikke ble tilsatt revers
transcriptase, eller en prgve med isolert RNA sdenfortynnet likt med cDNA-
prgvene. Den positive kontrollen innehold cDNA é&ma pool med kjent uttrykk. Flere
plater kunne dermed kjgres med same materiale gy @& deretter sammenliknes ut
fra den positive kontrollenAlle pravene ble analysert i duplikater (SOCS1, SQCCISH,
EF1aB, IFN1a, Mx) eller i noen tilfeller triplikatdEF1aB) med 7500 Fast Real-Time PCR
system (Applied Biosystems)Threshold” verdien ble satt til 0,2 for sammé&ning av

gener og kontroller.

Tabell 3: Primer- og probe sekvenser for gPCR, GenbanbgrPCR-effektivitet. Primere for Sybergreen
oppsett ble fortynnet fra stock pa 10M® til 3,75 uM med HO i en felles "primermix”. Hver reaksjon ble
deretter tilsatt 188 nM av hver primer. Primereprgbe for Tag-man oppsett ble tilsatt direkte fizck med
900nM av hver primer og 250 nM av probe.
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Gen Sekvens (5-3) Genbank nr. Effektivitet
SYBR®Green

EFlaB FW GCCCCTCCAGGATGTCTAC BG933897 2,16
EFl1aB RW CACGGCCCACAGGTACTG

SOCS1 FW TTCTTGATCCGGGATAGTCG KF699315 2,155

SOCS1 RW TGTTTCCTGCACAGTTCCTG
SOCS2 FW CACTGCCAACGAAGCCAAAGAGAT  KF699316 2,182
SOCS2 RW CAAACTGCTTCAGCTTGGGCTTGA

CISH FW CTCCTCACCTCACTGCCTTC KF699318 2,097
CISH RW CACCTTCCTCGTTGGTCCTA

IFNla FW CCTTTCCCTGCTGGACCA AY2169594 2,0
IFNl1a RW TGTCTGTAAAGGGATGTTGGGAAAA AY2169595

Mx FW GATGCTGCACCTCAAGTCCTATTA  U66475 2,0

Mx Rw CGGATCAACCATGGGAATCTGA U66476

TagMan®

EFlaB FW TGCCCCTCCAGGATGTCTAC BG933897 2,09

EF1aB RW CACGGCCCACAGGTACTG
EF1aB Probe AAATCGGCGGTATTGG

Mx FW GATGCTGCACCTCAAGTCCTATTA u66475 2,13
Mx RW CGGATCAACCATGGGAATCTGA u66476

Mx Probe CAGGATATCCAGTCAACGTT

Q_nsP1 FW CCGGCCCTGAACCAGTT AY604235

Q nsP1Rew  GTAGCCAAGTGGGAGAAAGCT

Q_nsP1 probe CTGGCCACCACTTCG

Q_VP2 FW GCCAAGATGACCCAGTCCAT AJ877117
Q_VP2 RW TGACAGCTTGACCCTGGTGAT

Q VP2 probe = CCGACCGAGAACAT

2.9 Databehandling:
Data fra samtlige analyser ble analysert i Microdecel. Relativt genuttrykk ble
beregnet ettePfaffl (2001)

= ACq r,néj(kontroll—pr!z!ve)
( ma])ACq kontroll-preve) (2)
(Eq) ref oot

Ratio =

Ligning 2 viser den matematiske modellen for relandring av et malgen i forhold til et
referansegen, i den stimulerte gruppen i forhdl#dntroligruppen. Ligningen tar hensyn til
primereffektiviteten, hvor [ er effektiviteten til primerne for malgenet mengs Er

effektiviteten til primerne for referansegenaCt er differansen mellom gjennomsnittet av
Ct-verdiene for kontrollgruppen og Ct verdiene &mkeltpravene i den stimulerte gruppen
(Pfaffl, 2001). Ved isolering av leukocytter frademyre fra laks, stammer kontroller og
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stimulerte celler fra samme organ, og de knyttefodéeirekte til hverandreACt betegner da
differansen mellom Ct-verdiene fra de individud@ntrollene og stimulerte cellene.

2.9.1 Statistikk

For & pavise forskjeller mellom SOCS-uttrykk i viear uvaksinert frisk fisk, ble der benyttet
en enveis ANOVA hvoretter Turkey’s multiple compan test identifiserte vevene som er
signifikant forskjellige.

For & pavise en korrelasjon mellom virusmengde ewutirykk etter infeksjon med SAV8
vivo og in vitro ble resultatene analysert med en Spearman testetter signifikant
korrelasjon ble testet med en student T-test. Degd p-verdi mindre enn 0,05 ble anset som

signifikant, mens p-verdier mindre enn 0,001 blsedisom meget signifikante.

2.10 Western blotting

Western blott er en teknikk basert pa metode beskrav Towbinet al. (1979), som
anvendes for pavisning av spesifikke proteiner pssve ved hjelp av antistoffer. Protein fra
en prgve separeres etter molekylvekt i en polyaknid gel og overfgres deretter til en
membran hvor de blir tilsatt antistoffer spesifikice proteinene som videre kan detekteres.
Metoden ble i dette arbeidet anvendt til & paviseP@&ggede SOCS1 og SOCS2 proteiner
for & bekrefte stabil transfeksjon i CHSE-cellean®nensetning av anvendte lgsninger er vist
i appendix II.

2.10.1 SDS-page

Etter utsding av stabilt transfekterte CHSE-celleforbindelse med forsgket beskrevet
tidligere (avsnitt 2.5) ble resterende celler asaty med Western blott. Proteiner i cellelysatet
ble denaturert ved tilsetting av 2x NUPAGE® LDS pénbuffer (Novex®) tilsatt 1x
Reducing Agent (Novex®) hvoretter lysatet ble utéat ultralyd i 5 sek og oppvarmet til 85-
90 °C i 10 min. LDS bryter disulfid bindinger i peinprgvene samtidig som det bidrar til & gi
proteinet en netto negativ ladning. Gelelektroferbke utfgrt i Imm 12 brgnners NUPAGE®
Novex® 4-12 % Bis-Tris Mini gel (Novex®) med NuUPAGHEOPS SDS Running Buffer
(Novex®). Hver proteinprave pa 28 ble applisert i brannen. Som stgrrelsesmarkgaidbte
tilsatt 1,5ul SeeBlue Plus2 Pre-stained Protein Standard (N®yvedg MagicMark® XP
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Western Protein Standard (Novex®). Elektroforeslenkiprt ved 200 V og 120 mA/gel i 40
min i Invitrogen NUPAGE-system.

2.10.2 Blotting

Proteiner i gelen overfares til en polyvinyl difide (PVDF) membran (Immobilon®-P,
Millipore) i et elektrisk felt hvor gelen lokalises mot katoden og membranen mot anoden.
Proteinene vil dermed overfgres til membranen mign negative ladningen fra LDS.
Membranen ble aktivert i metanol (Sigma Aldrictéti minutt, vasket i dO i ett minutt og
deretter oppbevart i blottebuffer inntil bruk. G membran ble arrangert som en sandwich
med svamper mettet med blottebuffer pa begge ap@tai ett elektrisk felt. Blottingen ble
utfart ved 25 V og 160 mA i 60 min Invitrogen NuPBGystem.

2.10.3 Blokking

PVDF-membranen har hgy affinitet for proteiner oy derfor blokkes for & hindre uspesifikk
binding av antistoff. Membranen blokkeres med 5 &¥iBe Serum Albumin (BSA) (Sigma
Aldrich) lgst i Tris Buffered Saline Tween (TBS-T@d kontinuerlig rotasjon over natt ved 4
°C.

2.10.4 Immunodeteksjon

Primaerantistoffet, anti-GFP (Abcom, Ab 290) bletyanet 1:10.000 i TBS-T med 5 % BSA,
hvoretter membranen ble inkubert i fortynningenOi i&in ved romtemperatur. Etter endt
inkubering ble membranen vasket i 3x5 min med TB®fTa fijerne ubundet antistoff. Det
sekundeere antistoffet, et horseraddish peroxiddBRé) konjugert anti-kanin antistoff (Goat
antiRabbit I9gG-HRP, Sc 2004 Santa Cruz Biotechriek)g ble fortynnet 1:10.000 i TBS-T.

Membranen ble inkubert med det sekundaere antisidf&@min ved romtemperatur, hvoretter
den ble vasket i 3x5 min med TBS-T. Anti-aktin atdff (Sigma Aldrich, A2066) ble brukt

som loading kontroll. Antistoffet ble fortynnet 8% i TBS-T og membranen ble inkubert i

fortynningen over natt ved 4 °C .

Den antistoff-konjugerte HPR-enzymet vil kunne Bndg omsettes substrat som videre
medfgrer produksjon av kjemoluminisens. Intensitete luminisens vil gjenspeile mengden

antistoff-bundet GFP-SOCS protein og dermed visepoateinet er tilstede i prgven og i
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hvilket omfang. Etter endt inkubering ble membramserfart til en fremkallingsfolder og
detektert med totalt 1 ml SuperSignal West Picon@laminescent (thermo Scientific) i
Carestream Kodak image station 4000MM Pro (Fis8ugntific).
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3. Resultater

3.1 Normaldistribusjon av SOCS-mRNA

Ti vev ble undersgkt med RT-qPCR for & undersgkdatiav SOCS1, SOCS2 og CISH
MRNA i ulike vev fra frisk, uvaksinert atlantiskkia Samtlige organer viste et jevnt uttrykk
av SOCS1, SOCS2 og CISH. Figur 4 viser uttrykkediage relativt til EF1aB i hjerte, gjelle,

tarm, milt, baknyre, hodenyre, lever, hud, tymusnogskel. SOCS1 var signifikant lavere
uttrykt i hud sammenliknet med hjerte, lever, tabaknyre, hodenyre, og tymus (p < 0,05).
Uttrykket av SOCS2 var hgyst i baknyre, hodenyraskel, hjerte og gjelle uten at dette er
signifikant, mens uttrykket av CISH var signifikdndyest i muskel og hjerte (p < 0,05).
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Figur 4: Genuttrykk av SOCS i forhold til referansegen i organer fra frisk uvaksinert fisk. Sgylene
viser uttrykk av SOCS1 (A), SOCS2 (B) og CISH (@rinold til EF1aB (Cq EF/Cq SOCS) i hjerte, gjelle
tarm, milt, baknyre hodenyre, lever, hud, thymusnagskel. Genuttrykk ble malt med RT-qPCR. Sgylene
viser gjennomsnittverdier + standardavvik (n=6)ndikerer organer som har signifikant lavere elieyere
uttrykk en andre organer (p<0,05).

3.2 Uttrykk av SOCS-mRNA i atlantisk laks infisert med SAV3
For & undersgke SOCS-uttrykket ved en virusinfeksjovivo, ble det benyttet materiale fra

et tidligere gjennomfart smitteforsgk ved forskragguppen (Fremmerlid, 2012). Frisk fisk
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ble kohabitant smittet med SAV3, og prever av bjegjelle og hodenyre ble tatt ut ved 17,
21, 28 og 35 dager etter smitte (dpi). Histopatiskeg undersgkelser viste endringer ved 28
dpi som er typiske for en akutt fase av SAV-infeksjmed akutt hemoragisk nekrose i
eksokrin pankreas og mildere forandringer i hjeotg skjelettmuskel. Ved 35 dpi var
endringene typiske for akutt til subakutt SAV3 kdpn med betydelig tap av eksokrint
pankreasvev, moderat til alvorlig degenerering ajertt, og milde lesjoner i
skjelettmuskulatur (Fremmerlid, 2012). @kning i gtrykk av SOCS1, SOCS2 og CISH i
hjerte, gjeller og hodenyre ble malt med RT-qPCiRsammenlignet med nivaet i ubehandlet
kontrollfisk (figur 5). Alle SOCSene viste generkdut uttrykk (Cq > 27) i bade infisert og

uinfisert fisk (appendix IV). Stagrste endringerttrykket av samtlige gener ble observert i

hjerte.
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Figur 5: Relativ gkning i genuttrykk av SOCS1, SOCS og CISH i hjerte, gjelle, hodenyre etterin-vivo
infeksjon av laks med SAV3 Frisk, uvaksinert fisk ble utsatt for en kohabitamittemodell med SAV3. Hjerte,
gjeller og hodenyre ble tatt ut ved 17, 21, 28 &gdager etter smitte. Forandring i genuttrykk bi&trmed RT-
gPCR i forhold til ubehandlet kontroll. Sgyleneerigjennomsnittverdier + standardavvik (n=8).
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For SOCSL1 ble det observert en gkning av uttryRjerte etter 21 dpi, som holdt seg til 28
dpi og deretter gikk noe ned ved 35 dpi. En litknisg ble observert i gjelle og hodenyre i
lapet av infeksjonen etter 21, 28 og 35 dpi. SOGSZLISH viste samme mgnster i endring
av genuttrykk, men induksjonen var mindre enn rteje For begge genene ble det observert
en gkning i hjerte etter 17 dpi og 35 dpi, mens 28dlpi var uttrykket det samme som for
kontrollfisken. | de andre organene var det en aadg genuttrykket av SOCS2 og CISH ved

samtlige tidspunkter i den SAV-infiserte fisken.

Absolutt RT-qPCR for deteksjon av SAV3nsP1 RNAgamene viste generelt hgy prevalens
av virus i hjerte, mens lavere prevalens ble olesernvgjeller, og hodenyre (appendix V). |

hjerte gkte prevalensen av virus RNA fra farsteigping ved 21 dpi til 35 dpi. En lavere

gkning ble observert i gjeller i samme tidsrom.Makensen av virus i hodenyre holdt seg lav
gjennom hele perioden. SAV3 RNA ble ikke detekiesh sammensatt prgve fra materiale
fra ikke-infisert kontroll fisk (H. L. Thim, persdig meddelelse). Prevalens av virus viste
store individuelle variasjoner, samtidig som figuviser at det er stor individuell variasjon i

uttrykk av SOCSene. Variasjonen i SOCS-uttrykkesgesielt synlig ved SOCS1 nivaet i

hjerte ved 21 dpi, hvor to individer i gruppen eisn gkning i SOCS1 uttrykket, mens
SOCSL1 nivaet for resten av gruppen var uforandggiéndix V1). De samme individene viste

hgy prevalens av virus RNA i hjerte i motsetnidgdsten av gruppen (appendix V). Dette
indikerer en sterk sammenheng mellom virusprevabgnSOCS-uttrykk, og en Spearman test
som inkluderte alle tidspunktene viste en signifikeammenheng mellom gkende virusniva
og gkende SOCS1-uttrykk (r = 0,48<10,01, n = 29).

3.3 SOCS-uttrykk i TO-celler infisert med SAV3 og PNV

For & undersgke SOCS-responsen ved en virusinfeksjeller, ble TO-celler infisert med
SAV3 og IPNV. SAV3 har tidligere vist seg a indwserttrykk av IFN | og ISGer som f.eks.
Mx (Xu et al, 2012), mens en etablert IPNV infeksjon har vexy & hemme IFN-responser
(Skjesol et al, 2009). Det var derfor interessant & undersgkedavo SOCSene, spesielt
SOCS1, som ISG og hemmer av IFN-induserte sigralyvattrykkes som falge av infeksjon

med disse to virusene.

TO-celler ble infisert med virus, SAV3 (MOI=2) o®@NV (MOI=1 og MOI=10) og hgstet
ved henholdsvis 2, 3, 4, 7 og 8 dager for SAV3 dg 28, 72 og 120 timer for IPNV.
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Parallelt med IPNV forsgket ble TO-celler stimulened polyl:C (1ug/ml) som positiv
kontroll. @kning i genuttrykk av SOCS1, SOCS2, CJ3FAN1a og Mx ble malt med RT-
gPCR i forhold til ubehandlede kontrollceller.

3.3.1 Infeksjon med SAV3

Etter infeksjon med SAV3 (figur 6) er det uttrykkat SOCS1 mRNA som viste stgrst
endringer i lgpet av infeksjonen. Etter 4 dage6@CS1 den mest markante gkningen til 95x
okning og @ker til dag 8 til 170x gkning med liteedgang ved dag 7 til 50x gkning. SOCS2
var stort sett uendret med en liten gkning ved dagg 8. CISH gkte sakte fra dag 2 til
maksimum pé 9x gkning ved dag 4 og gikk derettdrtité8x gkning ved dag 8. For a pavise
en respons pa virusinfeksjonen ble uttrykket avli&Ng Mx malt med RT-gPCR i forhold til
ubehandlede kontrollceller. Etter infeksjon med SAWigur 7) begynner IFN1a uttrykket a
gke ved dag 4 og gker bratt til 290x etter dag 7gégnoe ned ved dag 8 til 256x. Mx
begynner a gke ved dag 4 til 69x, og fortsettekéitih dag 7 og dag 8 til henholdsvis 2400x
og 8200x.
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Figur 6: Relativ gkning i genuttrykk av SOCS1, SOC8 og CISH i TO-celler etterin-vitro smitte
med SAV3. TO-celler ble smittet med SAV3 (MOI=2) i 2, 3, 4,09 8 dager. A) gkning i SOCS1,
SOCS2 og CISH niva. B) gkning i SOCS2 og CISH mh&d utvidet y-akse. Forandring i genuttrkk ble
malt med RT-gPCR i forhold til ubehandlet kontr&bylene viser gijennomsnitt + standardavvik (n=3).
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Figur 7: Relativ gkning i genuttrykk av IFN1a og Mx i TO-celler etter in vitro smitte med SAV3.TO-
celler ble smittet med SAV3 (MOI=2) i 2, 3, 4, 7 8glager. Forandring i genuttrykk ble malt med FPICR i
forhold til ubehandlet kontroll. Sgylene viser gjemsnitt + standardavvik (n=3).

3.3.2 Infeksjon med IPNV

Etter infeksjon med IPNV (figur 8) kunne det ikkieserveres noen endring i SOCS1 mRNA
uttrykket, med unntak av MOI=1 ved 120 timer, hdet var en 9x gkning. MOI=10 ved 120
timer er ikke representert, siden det ikke kunnstrekeres RNA ved tidspunktet. Utstrakt
CPE ble observert i mikroskop ved dette tidspunikted MOI=10. Uttrykket av IFN1la ved
MOI=1 viste en liten gkning etter 72 timer og gkidere ved 120 timer (totalt 21x). Ved
MOI=10 kunne det observeres en beskjeden gkniffji& uttrykket (7x). Uttrykket av Mx
viste ingen endring med unntak av MOI=1 ved 12Cetiif8x gkning). Uttrykket av samtlige
gener gkte etter stimulering med polyl:C, hvilkadikerer at cellene responderer normalt, og

derfor sannsynligvis ogsa har respondert pa smitten
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Figur 8: Relativ gkning i genuttrykk av SOCS1, IFNJa og Mx i TO-celler etter IPNV infeksjon eller
polyl:C behandling. TO celler ble smittet med IPNV (MOI=1 og MOI=10lee stimulert med polyl:C (1
ug/ml) i 24, 48, 72 og 120 timer. Forandring i geniitk ble malt med RT-gPCR i forhold til ubehandlet
kontroll. Sgylene viser gjennomsnittverdier = stamhvvik fra (n=3). NB: MOI=10 ved 120 timer er &k
representert siden det ikke kunne ekstraheres Ridtidspunktet pga. CPE.

3.3.3 Maling av SAV3 nsP1 og IPNV VP2 ved abshkuathtitativ real-time PCR

Absolutt RT-gPCR ble utfart for & observere om ksfenen var vellykket og om virus
replikerer i cellene i lgpet av infeksjonsforlgpeigur 9 viser at etter bade SAV3 og IPNV
infeksjon er virus tilstede ved fgrste tidspunkedrhenholdsvis 10.800 nsP1- og 753.000
VP2 spesifikt RNA. Antallet transkripter gker videntover i begge infeksjonsforlgpene, og
stagrst antall trankripter observeres ved siste giigspunkt med henholdsvis 584.600 nsP1 og
8.945.600 VP2 transkripter. Pavisning av transkriped farste prgvetidspunkt, og gkningen
utover i infeksjonsforlgpet, tilsier at infeksjonen vellykket og at virus replikerer i cellene.
Intet SAV eller IPNV RNA ble detektert i noen av iftke infiserte kontroll cellene.
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Figur 9: @kning i mengden nsP1 og VP2 spesifikt RNA TO-celler etter infeksjon med henholdsvis
SAV3 og IPNV. TO-celler ble smittet med SAV3 (MOI=2) i 2, 3, 4p@ 8 dager eller med IPNV (MOI=1 og
MOI=10) i 24, 48, 72 og 120 timer. Antall nsP1 odP2/ transkripter ble malt med real-time PCR og
kvantifisert ut fra tillaget standardkurve. Sgylewiser gjennomsnittsverdier = standardavvik fra 3n=
Kvantifisering av nsP1 ved MOI=10 ved 120 timeikde representert, siden det ikke kunne ekstralieMNA
ved tidspunktet pga. CPE.

En Spearman test ble kjgrt for & bestemme en esknnibnoton sammenheng mellom
mengden virus og endring i genuttrykket (tabellEter infeksjon med SAV3 viser SOCS1
og Mx en signifikant positiv sammenheng med gkningP1 transkripter, og etter infeksjon
med IPNV viser SOCS1, IFN1la og Mx en signifikansiig sammenheng med antall VP2
transkripter. Korrelasjons-koeffisienten viser kgm av den positive sammenhengen, dvs.

hayere koeffisient gir sterkere positiv sammenhaefjom variablene.

Tabell 4: Sammenhengen mellom virusmengden i cellene oghghkrgenuttrykket testet med en Spearman test.
Korrelasjonskoeffisient angir styrken av sammenle@ngg p-verdien bestemmer signifikansen av samnmgyeme

Korrelasjons koeffisient Signifikans (P-verdi)
SAV3 — nsP1 (n=15)
SOCS1 0,714 <0,05
SOCS2 0,489 > 0,05
CISH 0,371 > 0,05
IFN1la 0,485 > 0,05
Mx 0,7761 < 0,001
IPNV — VP2 (n=21)
SOCs1 0,620 <0,05
IFN1la 0,855 < 0,001
Mx 0,560 <0,05
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3.4 SOCS uttrykk i leukocytter isolert fra atlantisk laks.

Primeerceller vil i utgangspunktet veere bedre meddll undersgke cellulaere responser enn
etablerte cellelinjer som f.eks. TO-celler, sidem idstgrre grad vil reflektere ein vivo
respons. Derfor benyttet vi leukocytter fra hodenlyos atlantisk laks, og disse ble stimulert
med ulike immunostimulanter for videre & studeren dwlgende SOCS-responsen.
Leukocytter ble isolert fra hodenyre fra frisk, kgmert atlantisk laks ved sentrifugering av
cellesuspensjon gjennom en 25 % / 54 % diskontiigueerkoll gradient. Cellene ble sadd ut

og stimulertin vitro, og deretter ble forandring i genuttrykk ble nratd RT-gPCR.

3.4.1 Etterligning av virusinfeksjon

Formalet med dette forsgket var & observere englringSOCS-uttrykket som falge av
stimulering med polyl:C eller CpG, som simulerefeksjoner med ulike typer virus.
Leukocytter ble derfor behandlet med CpG (2006Tuk®), nonCpG (2007) (M) og
polyl:C (2pg/ml) i 8, 24 og 48 timer. Figur 10 viser, at esémulering med CpG gkte CISH
uttrykket raskt etter 8 timer (45x) og gikk gradwied i lgpet av 48 timer (23x). SOCS1 gkte
ved 8 timer (9x) til et maksimum ved 24 timer (4@g gikk deretter noe ned ved 48 timer
(24x gkning). SOCS2 viste en svak men jevn oppezgg ved alle tidspunkter (rundt 6x).
Stimulering med non-CpG som kontroll viste stortt seendret SOCS-genuttrykk, men en
oppregulering av SOCS1 péa 6x og 8x kunne observa@shenholdsvis 24 og 48 timer. En
svak oppregulering av SOCS2 pa 3x kunne obserwerdsalle tidspunkter. Uttrykket av
CISH i leukocyttene var i utgangspunktet sveert (8d > 36), sammenlignet med uttrykket
av SOCS1 som var litt hgyere (Cq 31-34) (appendix @kningen i CISH-uttrykket etter
stimulering med CpG gjenspeiler derfor ikke en rmgkvantitativ gkning i CISH

sammenlignet med SOCS1.

Etter stimulering med polyl:C (figur 10) viste SOCStarste gkning i uttrykk, og nivaet gikk
fra en gkning fra 57x ved 8 timer til maksimum &84 ved 24 timer hvoretter det gar ned til
41x ved 48 timer. SOCS2 og CISH viste en laverémakmed 8 timer pa 13x og holdt seg

deretter stabilt lave i lgpet av forsgksperioden.
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Figur 10: Relativ gkning i genuttrykk av SOCS1, SOG2 og CISH i leukocytter isolert fra hodenyre
etter stimulering in vitro med CpG, non-CpG og polyl:C Leukocytter ble isolert fra hodenyre fra frisk,
uvaksinert fisk og sadd ut og stimul@rtvitro med CpG (2006T) (2M), nonCpG (2007) (M) og Polyl:C
(2 ug/ml) i 8, 24 og 48 timer. Forandring i genuttryide malt med RT-gPCR i forhold til ubehandlet kofitr
Sgylene viser gjennomsnittsverdier + standardafraikn=3).

3.4.2 Differensiering av dendritiske celler

Adherente celler fra fornyre er vist a differensidit celler med DC karakteristika etter 5-7
dagers stimulering med CpG, men ikke etter sitimode med Polyl:C (lliev, upublisert).
Formalet med dette forsgket var & undersgke SOkt i adherente mononuklesere
leukocytter som har veert forbehandlet med nevntR-ligander, og som etter 7 dager i kultur
ble stimulert med TLR 7/8 liganden R-848, som &geer en virusinfeksjon. Leukocytter ble
derfor farst stimulert med CpG (2006T) (&) og polyl:C (2ug/ml) i 24 timer og 7 dager.
Etter prestimulering med CpG og polyl:C ble cellereservert i mikroskop, og celler med
DC karakteristika kunne observeres de CpG stinailegtlene (Figur 11). Etter 7 dager ble
cellene restimuelert med R 848ufIml) i 24 timer. Samtlige resultater er normaliseot

ustimulerte kontrollceller kun tilsatt L-15, ved fisher.
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mononuklezere CpG-B (2uM)
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Figur 11: adherente mononuklezere celler differensier til celler med DC karakteristika etter
behandling med CpG Bilde av ustimulerte mononukleaere leukocyttenatert med CpG (2M) og polyl:C
(20 pg/ml) i 7 dager. Pilen indikerer en typisk DC-likit celle etter CpG stimulering. Figur vennligséuoit
av D. lliev.

Forsgket ble utfart med primaerceller fra bare thiviker. Individene viste stor variasjon i
respons pa stimuleringen, og resultatene er dédarstillt for hvert individ. Figur 12 og 13
viser at individ 1 generelt utviste stgrre resppasstimuleringen, mens individ 2 viste en
lavere respons. Likevel kunne de samme mgnstretkaing av nivaet av SOCSene, IFN1a
og Mx observeres hos de to individene, bade vestipralering med CpG og polyl:C. Etter
stimulering med CpG viser SOCS1 og CISH en litenimdk ved 24 timer, mens SOCS2 holdt
seg uendret. Etter 7 dager og restimulering med&véste cellene kun tilsatt L-15 en kraftig
gkning i SOSC1 og CISH uttrykk, spesielt hos indli%i En lavere gkning kunne observeres i
cellene som ble prestimulert med CpG, og spesieit $OCS1 var nivaet hgyere
sammenlignet med kontroll og polyl:C stimulerte leelved samme tidspunkt. SOCS2
uttrykket var nedregulert i alle kontrollceller ogeller som var prestimulert med CpG. Figur
13 viser at etter restimulering med R-848, ble bifdé og Mx oppregulert i celler som kun
var tilsatt L-15, mens celler prestimulert med CpiSte en liknende gkning i IFN, men
mindre gkning i Mx. Det bar likevel bemerkes at deen moderat gkning av bade IFN og

Mx i kontrollcellene stimulert med CpG.
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Figur 12: Relativ gkning i genuttrykk av SOCS1, SOG2 og CISH i adherente mononuklegere
leukocytter isolert fra hodenyre etter stimulering med CpG eller polyl:C og restimulering med R 848
Leukocytter ble isolert fra hodenyre fra frisk, ksmert fisk som beskrevet i M&M. Cellene ble sasdog
stimulertin vitro med CpG (2006T) (&M) eller polyl:C (2ug/ml), i 24 timer og 7 dager. Kontroliceller ble
holdt ubehandlet kun tilsatt L-15. Etter 7 dager jptestimulerte celler samt ikke-prestimulerte kolhteller,
restimuelert med R 848 (@/ml) i 24 timer. Forandring i genuttrykk ble mafted RT-gPCR i forhold til
ubehanlet kontroll ved 24 time.

Etter stimulering med polyl:C gkte uttrykket av S®IC IFN1a og Mx etter 24 timer, hvor
starst gkning kunne observeres for SOCS1 og Mx. idetimulering med R-848 kunne en
gkning i uttrykket av SOCS1 og CISH observeres, snaitrykket av SOCS2 var uendret.
Restimuleringen viste ogsa en liten gkning i IFNgaMx uttrykk i bade celler som kun ble
tilsatt L-15 og i celler som ble prestimulert memyp:C.
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Figur 13: Relativ gkning i genuttrykk av IFN1a og Mx i adherente mononuklezere leukocytter isolert fra
hodenyre etter stimulering med CpG eller polyl:C ogrestimulering med R 848 Leukocytter ble isolert fra
hodenyre fra frisk, uvaksinert fisk som beskrevist&M. Cellene ble sadd ut og stimuldrt vitro med CpG
(2006T) (2uM) eller polyl:C (2ug/ml), i 24 timer og 7 dager. Kontrollceller bleltibubehandlet kun tilsatt
L-15. Etter 7 dager ble prestimulerte celler sakikeiprestimulerte kontroll celler, restimuelert med848
(1pug/ml) i 24 timer. Forandring i genuttrykk ble mafied RT-qPCR i forhold til ubehandlet kontroll ved 2

timer.
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3.5 Etablering av CHSE celler som uttrykker transgea SOCS1 og SOCS2 fra laks

Stabilt transfekterte cellelinjer er viktige verktior a studere funksjoner til spesifikke gener
og proteinene de koder for. En cellelinje som oiteykker SOCS1 og SOCS2 vil kunne vise
I hvilken grad disse proteiner bidrar i reguleringav ulike cytokin-induserte signalveier.
Formalet med dette forsgket var derfor a etableredlelinjer som stabilt overuttrykker

SOCSL1 eller SOCS2. CHSE celler ble transfektert mddaryote ekspresjonsvektorer med
SOCSL1 eller SOCS2 genene koblet til GFP-tag. Cellda ko-transfekterte med antibiotika-
resistens plasmid, for & ha en selekterbar mawrceller som uttrykker resistensen ble
selektert ved dyrkning av cellene over tid i medidilsatt antibiotika. Celler som er

kompetente for & ta opp plasmid, tar gjerne opflsom gjar det sannsynlig at vi ogsa vil

selektere for celler som uttrykker begge plasmidene

3.5.1 Etablering av cellelinjer stabilt transfektened SOCS1 og SOCS2

Cellene ble observert under fluorescens mikroskofwpet av seleksjonsperioden, og
tilstedeveerelsen av grgnn fluorescens indikerteediene uttrykte resistensvektoren. GFP-
tagen ble ogsa brukt til & sortere bort celler $@mre var transfekterte med resistensvektoren
og ikke uttrykker GFP. For & undersgke om det G&ifjtigerte SOCS proteinet uttrykkes i
cellene, ble cellelysat hgstet fra cellene og WadBdotting med anti-GFP antistoff utfart. |
dette forsgket ble ogsa celler kun transfektert @E&-tomvektor inkludert, fordi vi gnsker a
bruke denne som negativ kontroll i videre ekspeniae | tillegg ble et anti-aktin antistoff
brukt som intern "loading”-kontroll. Figur 14 viseit GFP-protein blir uttrykt i bade de
SOCS1 og SOCS?2 transfekterte cellene sammenligegtda SOCS1-transfekterte, samtidig
som de to cellelinjene har omtrent samme aktingkittr Cellene transfektert med kun tom-
vektor viser hgyere uttrykk av transgent plasmidns&nlignet med de som uttrykker
SOCS1-plasmidene. Disse cellene kan brukes sominégatroll ved fremtidige forsgk med
cellelinjene. Teoretisk stgrrelse pa SOCS proteindsle beregnet ved hjelp av
http://web.expasy.org/compute_pi/, som gir en stgerpa 25,2 kDa for SOCS1 og 22,5 kDa
SOCS2a. Sammen med forventet starrelse pa GFP-koonye 27 kDa stemmer dette med
bandene som observeres i figur 14 ved 52,2 kDS®CS1 og 49,5 kDa for SOCS2.

For a bekrefte at cellene uttrykte det transfektgenet, ble celler sadd ut og hgstet etter 8 og
24 timer, hvoretter genuttrykket ble malt med RTGHP Figur 15 viser at de SOCS1-
transfekterte cellene har mye hgyere SOCS1 utteik ikke-transfekterte CHSE-celler,

47



Resultater

mens SOCS2-uttrykket er uendret i disse cellende@esom var stabilt transfekterte med
SOCS?2 viste tilsvarende mye hgyere SOCS2-uttrykknsanlignet med ikke-transfekterte
CHSE-celler og celler transfektert med SOCS1.

Tom- SOCS1- SOCS2-

vekiar transf transf
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SOCS-GFP — ‘ =
50

w
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Figur 14: Proteinuttrykk i celler transfektert med SOCSL1- eller SOCS2-GFP vektorer eller tom-GFP
Ekspresjonsvektorer med SOCS1, SOCS2 eller tomrv¢REang) og pBABEpuro (125mg) ble ko-transfektert i
CHSE-214 celler ved hjelp av Lipofectamin®. Stabiinsfekterte celler ble selektert med puromygjrsortert
ved hjelp av GFP-tag. A) Proteinuttrykk i cellerle halt med western blott. MagicMark® ladder vis@rrelse

pa proteinene. B) Grgn fluorescens indikerer graaemenuttrykk i celler transfektert med tomvek(&v),
SOCS1 og SOCS2.
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Figur 15: Relativ gkning i genuttrykk av SOCS1 og ©CS2 i celler stabilt transfektert med SOCS1
eller SOCS2 Ekspresjonsvektorer med SOCS1 eller SOCS2 (25magpBABEpuro (125mg) ble ko-
transfektert i CHSE-214 celler ved hjelp av lipaéenin®. Stabilt ko-transfekterte celler ble selektert med
purmycin og sortert ved hjelp av GFP-tag. Cellex blidd ut i 24-brgnners brett med tetthet pad 200.00
celler/brgnn og hgstet etter 8 og 24 timer. Foragdr genuttrykk ble malt med RT-gPCR i forhold til
ubehandlede CHSE-celler ved de to tidspunktenele8gywiser gjennomsnittsverdier + standardavvik fra

3.5.2 Stimulering av stabilt transfekterte cellexdiFN1a

Siden SOCSene er hemmere av cytokin-indusertelsgjaakan det forventes at overuttrykk
av disse i stor grad vil blokkere signalveiene. rr@let med dette forsgket var derfor &
stimulere de transfekterte cellene, som tidligerneawist a overuttrykke SOCS, med IFN1a og
observere om dette gir noen endring i antiviragpomser i cellene. Stabilt transfekterte celler
ble sadd ut og stimulert med IFN1a (500U/ml) i 82d@gtimer, hvoretter endring i genuttrykk
ble malt med RT-qPCR. Figur 16 viser at IFN1a sterer SOCS1 uttrykket i CHSE-cellene
og de SOCS2-transfekterte, mens SOCS1 uttrykkes SOCS1-transfekterte er uendret.
SOCS2 uttrykket i alle cellene er i liten grad ustetter stimulering med IFN1.

49



Resultater

80 -
70 A
60 -
50 -
40 -
30 A
20 A OS0oCs1

10 - ’l‘ @ SOCS2
0

8t 24t 8t 24t 8t 24t

Fold induksjon

CHSE SOCS1-transf. | SOCS2-transf. ‘

Figur 16: Relativ gkning i genuttrykk av SOCS1 og ®CS2 i CHSE-celler transfektert med SOCS1-
eller SOCS2-GFP etter stimulering med IFN1aEkspresjonsvektorer med SOCS1 eller SOCS2(dR6g
pBABEpuro (23g) ble ko-transfektert i CHSE-214 celler ved hjaipLipofectamin®. Stabilt ko-transfekterte
celler ble selektert med puromycin og sortert vigdphav GFP-tag. Celler ble sadd ut i 24-brgnneest med
tetthet p& 200.000 celler/brgnn og stimulert meb1i& (500 U/ml) dose i 8 og 24 timer. Forandring i
genuttrykk ble malt med RT-gPCR i forhold til ubekb#ede kontroll ved de to tidspunktene. Sgylenervis
gjiennomsnittsverdier + standardavvik (n=3).

Figur 17 viser gkning i Mx-uttrykk etter stimulegimed IFN1a. Endringene ses forst etter 24
timer, og de stgrste endringene kan observeresSEzldg de SOCS2- transfekterte cellene,
hvor Mx-uttrykket gker til henholdsvis 12.000x og0®x. Mx-uttrykket i de SOCS1-

transfekterte gker i mye mindre grad (800x).
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Figur 17: Relativ gkning i Mx-transkripter i CHSE-c eller transfektert med SOCS1 eller SOCS2 og ikke
transfekterte kontroll celler etter stimulering med IFN1a. Ekspresjonsvektorer med SOCS1 eller SOCS2
(125ug) og pBABEpuro (25ug) ble ko-transfektert i CHSE4Zeller ved hjelp av lipofectan@n Stabilt ko-
transfekterte celler ble selektert med puromycinsogert ved hjelp av GFP-tag. Celler ble sadd 2t
brgnners brett med tetthet pa 200.000 celler/bragrstimulert med IFN1a (500 U/ml) i 8 og 24 timer.
Forandring i genuttrykk ble malt med RT-gPCR i foichtil ubehandlede kontroll ved de to tidspunktene
Sgylene viser gjennomsnittsverdier + standardafna).
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4. Diskusjon

Virussykdommer regnes i dag som en av de stgmstiingene for at oppdrettsnaeringen, som
er en av Norges viktigste og st@rste naeringer laliahe vokse enda mer, og veere med til &
dekke det gkende behovet for sunn sjgmat pa vesdsiss Samtidig har det stor betydning ut
fra et fiskevelferdseperspektiv & fa kontroll p&diymssituasjonen. Virusvaksinene som
finnes i dag er ikke effektive nok, og det er dedostort behov for a forbedre disse, eller pa
andre mater styrke fiskens beskyttelse mot virudege disse utfordringene forutsetter en
bedre forstdelse av fiskens immunsystem, og detsgilet som skjer mellom
immunforsvaret og virus etter en infeksjon. SOC&ginene, som regulerer IFN-responser er
viktige proteiner i denne sammenheng, og det asfatt at virus "utnytter’” SOCSene for a
unnga vertens virusforsvar (Akhtar and Benveniafd,1). SOCS1 og SOCS3 er i starre grad
enn de andre SOCSene knyttet til regulering av 1€$ponser (Alexander, 2002, Croledr
al., 2008, Linossket al, 2013), og er derfor interessante i forbindels&l mieusinfeksjoner.
Jorunn Jgrgensens forskningsgruppe har nylig kIS@€S1, SOCS2 og CISH fra atlantisk
laks, og funksjonelle studier viser at SOCS1 hak fiar en lignende funksjon som hos
pattedyr (Skjesokt al, 2014, Nieet al, 2014). Det er derfor sannsynlig at SOCS1 hos, laks
som hos pattedyr, ogsa er et protein som virus Ukagtte til egen fordel. Dette gjor det

interessant a studere SOCS1 sin rolle ved virussjdeer i laks.

4.2 Normaldistribusjon av SOCS-mRNA

Uttrykket av SOCS1, SOCS2 og CISH i frisk uvaksimaks viste at SOCSene var tilstede og
jevnt uttrykt i alle organer som ble undersgkt. ZDCSene generelt blir uttrykt i ulike
organer er ogsa vist hos regnbuegrret og delvisTietimodon nigroviridis(Wang et al,
2011). Hos tetraodon ble CISH ikke pavist i milttagn og SOCS2 ble bare pavist i enkelte
organer (Jiret al, 2008). Vare resultater viste ogsa at SOCS1 ogS0Gser hgyere uttrykk

i tarm, hodenyre, baknyre tarm og thymus (bare SD®©§ gjelle (bare SOCS2), og indikerer
at SOCS1 og SOCS2 har viktige funksjoner i de imohogiske organene hos fisk. Spesielt
SOCSL1 er knyttet til en antiviral immunrespons,ebdasalt nivda av SOCS1 i immunologisk
viktige organer er forventet. Pattedyr SOCS1 et disvaere mest uttrykt i thymus, og
reflekterer den viktige rollen til SOCS1 i regutegiav T-celle modning (Stast al, 1997).

Resultatene vare kan derfor indikere en lignentle for SOCS1 hos laks.
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Nivaene av CISH var hgyest i hjerte og muskel, #da regnes som direkte immunologiske
organer. CISH knyttes i hovedsak til regulering SVAT5-medierte signalspor, og fire
bindingsseter for STATS er pavist i CISH-promoto(btatsumotoet al, 1997, Verdieet al,
1998). CISH er dermed involvert i hemming av blamnet IL-2, som stimulerer
differensiering av effektor T-celler. Samtidig elSEl ogsa vist a bidra i regulering av andre
typer responser, for eksempel veksthormoner, EP@mtgn, som ikke direkte er knyttet til
immunologiske responser (lhle, 2001, Lavestsal, 2006). En regulerende rolle utenom

immunsystemet i forbindelse med de ovenfor nevotenbner er derfor ikke usannsynlig.

SOCS2 knyttes hovedsakelig til regulering av vedstioner, og aktivering av veksthormon-
reseptorer aktiverer STAT5b, som videre direktedeinSTAT5b-bindings seter i SOCS2
promotoren (Vidalket al, 2007). Aktivering via flere cytokiner er ogsa kevet, og SOCS2
er derfor ogsa involvert i regulering av en rekkgnalveier utenom immunsystemet
tilsvarende CISH (Rico-Bautistt al, 2006). SOCS2 er likevel nylig blitt knyttet ditektil
immunologiske responser, og er vist og induseres stimulering med LPS via IRF3/7 og
type | IFN signalering. Type | IFN responser faiteskt SOCS2 transkripsjon via STAT3 og
STAT5. Samme studie foreslo at SOCS2 initieregivtlaeint som fglge av IFN | aktivering
(Hu et al, 2012). SOCS2 er i midlertid ikke i stand til aivae IFN-signalering direkte (Song
and Shuai, 1998), men er heller foreslatt a regulmdre SOCSer, og er vist & kunne
degradere SOCS1 (Piessevamal, 2006). En sein SOCS2-respons som beskrevet ast Hu
al. (2012) kan derfor veere en mekanisme for a redusmranende effekt av andre SOCSer,
deriblant SOCS1 i cellene, og gjendanne normatgatider, hvor cellen kan respondere

optimalt pa IFN-signalering.

Siden vare resultater viser, at det finnes et bagiykk av SOCS i alle organer i frisk,
uvaksinert atlantisk laks, er det grunn til & tt&8®CSene er viktige regulatoriske proteiner i
alle organer. At enkelte SOCSer har et hgyere lkittryenkelte organer kan reflektere at
SOCSene regulerer ulike cytokin-medierte biologifleksjoner i ulike organer. Det ma
likevel tas i betraktning, at SOCS-uttrykket haskfibade basaluttrykket og som faglge av en
immunreaksjon viser variasjoner mellom organer,0grkjgnn (Wang and Secombes, 2008,
Shephercet al, 2012, Wanget al, 2011), og en generalisering er derfor upalitélficang et

al. (2011) papeker at det ulike basaluttrykk av SO@&llom regnbuegrret og grret, kan
reflektere forskjeller som er observert i sykdomsstand imellom de to artene. Et lavt

basalnivd av SOCS1 kan muligvis bidra til gkt sykdmotstand mot virus hos enkelte arter,

52



Diskusjon

0og SOCS1-nivaet kan derfor fungere som en markwgdaerell motstand hos fisken. Dette
er en observasjon som er interessant & undersgkeeyiog kan ha betydning for forstaelsen
for hvordan ulike faktorer pavirker fiskens sykdonmstand. For eksempel er ulike stadier
av stress foreslatt & pavirke basaluttrykket ave#takSOCSer (Wangt al, 2010), og siden
stress gker mottakeligheten hos fisken overforgeater (Pickering and Pottinger, 1989) kan
SOCS1 spille en rolle i denne sammenheng.

4.3 Rollen til SOCS ved virusinfeksjoner

SAV og IPNV er to virus som rammer norsk lakseopfigdrog mekanismer for a unnga
fiskens antivirale forsvar er en forutsetning farsé vellykket infeksjonsstrategi. Det er kjent
for bade pattedyr og fisk, at virus innehar en eekkekanismer for & unnga vertens
immunforsvar (Workenhet al, 2010), og IPNV er vist & veere en potent hemmelFay |
induksjon samt induksjon av ISG hos atlantisk lgksauksund, 2014). Utnyttelse av
SOCSene, som en mekanisme for virus a unnga vafdhsystem er vist for en rekke virus
(Akhtar and Benveniste, 2011), men hvilken betygnde har og hvordan virus utnytter
SOCSene er fortsatt uklart. Resultatene i detteeided kartlegger SOCS-uttrykk etter
infeksjon med SAV3 og IPNVh vitro, samt etter infeksjon med SA\3 vivo. Badein vitro

og in vivo infeksjon med SAV3 viser stgrst endringer i SOC8fykket, mens SOCS2 og
CISH bare viser moderate endringer. En gkning i SOQttrykket er som forventet, siden
SOCS1 regnes som et typisk ISG og induseres vedngwiral IFN-respons (Akhtar and
Benveniste, 2011).

Smitteforsgket med SAV3 viste patologiske endrirtdevarende akutt og akutt/subakutt fase
etter henholdsvis 28 og 35 dpi, som stemmer meliyeid observasjoner for kobitante
smitteforsgk med SAV3 (Grahaat al, 2011). En gkende prevalens av virus ble observert
hjertet, som er et viktig malorgan for SAV3 (McLduip and Graham, 2007), mens gjelle og
hodenyre viste generelt lav prevalens og liten mik@ver tid. Prevalensen av virus gkte ved
28 dpi og videre til 35 dpi, som sammenfaller mex ghtologiske endringene som ble
observert. At prevalensen av virus sammenfaller pa&logiske endringer er ogsa vist i
tidligere forsgk med SAV3 (Xet al, 2012, Grahanet al, 2011). SOCS1-uttrykket ble malt i
tre organer hvor stgrst endring ble observert itdjeDette sammenfaller med hgy prevalens
av virus, og det kunne pavises en signifikant saniterg mellom gkende virusniva og
gkende SOCS1 uttrykk. @kningen av SOCSL1 i hjertansenfaller med at det ogsa ble
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observert starst gkning i Mx i hjerte (Fremmerfi12). Bade Mx og SOCS1 er ISGer, og de
induseres som fglge av en IFN-respons. ISRE erefunvix-promoteren hos laksefisk (Collet
and Secombes, 2001), og det er sannsynlig atkétedtiment ogséa finnes hos SOCS1 siden
SOCS1-transkripsjon gker ved IFN stimulering (Séjest al, 2014). En sammenheng
mellom gkning i prevalens av virus og induksjoreativirale ISGer ble ogsa observert av Xu
et al. (2012). Smitteforsgk med SAV3 og IPNW vitro i dette arbeidet stgtter den observerte
sammenhengen mellom malt virusniva og ISGer, hkende prevalens av begge virus viste
en signifikant sammenheng med gkning av SOCS1 ogBdsein vivo ogin vitro forsgkene
viser at etter SAV3 infeksjon induseres IFN, SO@§Mx ved samme tidspunkt henholdsvis
ved 21 dpi og dag 4, men kinetikken for SOCS1 ogévitorskijellig i lgpet av infeksjonen.
Mens SOCS1 uttrykket nedreguleresvivo ved 35 dpi, er Mx-uttrykket hgyest ved dette
tidspunktetIn vitro stabiliseres SOCS1 uttrykket etter gkning ved4lagens Mx fortsetter &
oke til dag 8. Dette indikerer en nedreguleringS&CS1in vivo samtidig som Mx-uttrykket
opprettholdes, som viser at transkripsjonsnivaetdiaise to molekylene reguleres ved
forskjellige mekanismer. IFN-uttrykket holder segvnt gjennom hele perioden, hvilket
indikerer en IFN-uavhengig nedregulering av SOCB1.nedregulering av SOCS1 kort tid
etter induksjon er ikke uventet, siden SOCS1 er &ika kort halveringstid, og Costa al.
(2011) viste en nedregulering av SOCS1 alleredenértetter stimulering med IL-6 i celler
fra regnbuegrret. Mekanismer for nedregulering &CS1 er sa langt lite beskrevet, men
enkelte studier har papekt SOCS2 som en mulig heram80CS1 nivaet (Piessevagtxal,
2006). SOCS?2 induseres relativt seint som fglgerayF-N-respons, og kan tenkes & ha en
hemmende effekt pa SOCS1 som induseres tidligeneefHal, 2012). Det ble observert en
liten gkning av SOCS2 seint ute i badevivo ogin vitro infeksjonen med SAV3, hvilket kan
indikere at det er en sammenheng mellom gkning CS®Dog nedgang i SOCS1 uttrykket.
Men dette er meget moderate gkninger, og det esstieim nivaene av SOCS2 i cellene er
tilstrekkelige til & kunne forarsake den nedgangem observeres for SOCS1 i disse

forsgkene.

Av alle SOCSene som ble undersgkt er det tydeli§@€S1 som utlgser starst respons ved
en virusinfeksjon. Ved de tidspunktene hvor demkstge SOCS1 responsen observeres, ser
det likevel ut til at skje en endring med SOCS233§H, hvor nivaet av begge nedreguleres.
Faktisk er SOCS2 og CISH nedregulert ved alle tidkger i de immunologisk viktige
organene, hodenyre og gjelle, og tilsier at ogs€S®og CISH har en betydning i regulering
av immunreaksjoner ved en virusinfeksjon. Nedregugen av SOCS2 kan ses i
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sammenheng med den tidligere nevnte reguleringets@ZS1, og en nedregulering av
SOCS2 vil da tillate en sterkere effekt av SOCSISHC er rapportert a stimulere
differensiering av CD4+ T-celler (Let al, 2000), og ved infeksjon av virus vil CD8+ T-
celler veere mer effektive. En nedregulering av CKaid derfor tenkes & favorisere modning
av CD8+ T-celler. | motsetning til dette er ogs&tvat oppregulering av CISH i lgpet av
modning av dendritiske celler er viktig for cellesnevner til & aktivere CD8+ celler (Miat
al., 2012). En nedregulering av CISH vil da ikke a&ty den gnskede CD8+ T-celle
responsen. Siden rollen til CISH generelt er omdtisk, er det derfor vanskelig & knytte

CISH til noen av endringene som fglge av virusisjeken som undersgkes i dette arbeidet.

Gjennom evolusjonen har virus utviklet ulike stgpge for & unnga vertens forsvar mot virus.
Forsgk med SAV3 og IPNV kan tyde péa at disse vitasear strategier for a unnga vertens
antivirale forsvar, hvor infeksjon med SAV3 hartwdsindusere en IFN-respons, mens IPNV
pa den andre siden ikke aktiverer vertens IFN-degimay (Xu et al, 2012, Skjesokt al,

2009). Virus med sa ulike strategier kan veere guddeller for & studere om SOCS1 ved
virale infeksjoner fungerer som en mekanisme fousviti & unnga vertens immunforsvar,

eller om fungerer som en naturlig negativ feeddamkmer av IFN responser.

Etter infeksjon med SAV3 og IPNV i TO-celler kundet observeres en gkning i virus
spesifikt RNA allerede ved farste pravetidspunkt,dette indikerer at bade IPNV og SAV3
begynner umiddelbart & replikere. Det er rappowre®-12 timer etter infeksjon med IPNV
kan det detekteres viralt RNA i cellene, samtidignsde farste viruspartiklene, inkludert
VP2, kan detekteres (Villanueea al, 2004). Det er ogsa vist at en full replikasjorkbssy til
IPNV tar 18-24 timer i RTG2-celler, hvoretter virsgilles ut fra cellene (Malsberger and
Cerini, 1965). | vart forsgk ble celler stimuleredhsyntetisk dsRNA, polyl:C, som er vist a
indusere IFN hos atlantisk laks (Robertg¢ml, 2003). En gkning i IFN1a uttrykket i cellene
kunne observeres etter 24 timer, og indikerer B¢me responderer umiddelbart pa dsRNA.
Likevel ble det i de virusinfiserte cellene ikkeselovert en IFN-respons etter 8-12 timer hvor
Villanuevaet al. (2004) kunne detektere viralt RNA i cellene, menst etter 72 timer. En
sein IFN-respons kunne ogsa observeres etter jofeksed SAV3. Dette kan indikere en
seinere replikasjon for virusene i TO-celler, sdikei er uventet, siden TO-celler stammer fra
hodenyre hos laks (Wergeland and Jakobsen, 20§ Herdor kan tenkes a initiere en sterkere

immunreaksjon mot virusene enn andre cellelinjer.
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Etter IFN-responsen kunne det i de SAVS3 infisertédlene observeres en gkning i bade
SOCS1 og Mx, mens det bare kunne observeres ent megkerat gkning i SOCS1 og Mx
ved 120 timer etter infeksjon med IPNV. Dette viage6OCS1 og Mx fglger samme mgnster
i aktivering av IFN for begge virus. En gkning i S8-uttrykket som observeres ved SAV3
infeksjonene badi vitro ogin vivo er rapportert i andre forsgk med fisk. Watgal. (2011)
observerte en gkning i SOCS1 og SOCS3 etter irdeksjed VHSV i grret, og Xiaet al.
(2010) kunne pavise en gkning av SOCS3 i organer\sar rammet av inflammasjon etter
infeksjon med SVCV hos karpe. Det er derfor intsae$ at det ikke kan observeres en
gkning i SOCSL1 uttrykket etter infeksjon med IPNdktte forsgket. Det at Mx sammen med
SOCSL1 heller ikke induseres, samtidig som det @bses en induksjon av IFN, er i samsvar
med tidligere resultater som viser at IPNV unngéir ahtivirale forsvaret ved 4 tillate IFN-
produksjon, men deretter hemmer Jak/STAT signaivéskjesolet al, 2009). Enkelte virus
er vist & kunne utnytte SOCS til & hemme Jak/STijhadveien (Akhtar and Benveniste,
2011), men siden SOCS1 ikke oppreguleres etteksjda med IPNV, kan resultatene
indikere at dette ikke er tilfellet med IPNV.

| disse forsgkene er det ikke utfgrt statistiskalyser pa datasettene, utenom den beskrevne
korrelasjonsanalysen. Dette skyldes at datasaitgingspunktet er lite, og variasjonen stor,
og i biologiske forsgk kan dette medfare at madsponser ikke er signifikant forskjellige,
selv om de har en biologisk betydning. Forvivo smitteforsgket er dette spesielt tydelig i
SOCSL1 uttrykket i hjerte ved 21 dpi, hvor to indeti skaper variasjon i datasettet (appendix
VI1). En arsak til dette er at det er benyttet ehdtmtant smittemodell, hvor det ikke etableres
en infeksjon i samtlige individer samtidig. Variasgr i infeksjonsforlgp vil falgende skape
variasjon i vertsresponesne som det males pa ogiggtes statistikk pa. Dette understgttes
av den utfarte korrelasjonsanalysen, som tar uggnikt i alle individene i vart forsgk, og
viser at det er en sammenheng mellom virusmengd8@gS1 uttrykket. Videre i denne
oppgaven ble det fravalgt & utfgre statistikk péaskett med lite grunnlag og stor variasjon,

siden dette ikke vil reflektere den biologiske loktyngen av datasettet.

Alt i alt viser resultatene at SAV3 og IPNV er tous som har forskjellig strategi for a
unnslippe vertens immunforsvar. SAV3 induserermivaal IFN-respons, med etterfalgende
oppregulering av ISGer bade vivo ogin vitro, mens IPNVin vitro induserer oppregulering
av IFN, men ikke ISGer. Siden SOCSL1 etter infeksjaed begge virus ikke viser en annen
respons enn som forventet for et ISG, stoatter t@sue ikke hypotesen om at SAV3 og IPNV
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induserer SOCS1 som en mekanisme for & unnga seitamunforsvar. Det er mer
sannsynlig at SOCS1 induseres som en naturlig ived@edback hemmer av vertens

immunsystem for & gjendanne cellenes falsomheterfaviFN.

4.4 Rollen til SOCS i leukocytter hos atlantisk lak

| denne masteroppgaven har vi viderefart studieB@CS proteinene som tidligere er pavist
hos atlantisk laks (Skjeset al, 2014). For & avdekke flere funksjoner for SOCS2CS2 og
CISH i laksens immunsystem, var en interessant lemodtilling & undersgke hvordan
patogene substanser pavirker SOCS-uttrykket i inueiler. Derfor ble nivaet av SOCS-
transkripter i leukocytter fra atlantisk laks ets#imulering med ulike PRR-ligander studert.
CpG og polyl:C er syntetiske nukleinsyrer, som weflingere som kopier av bakterielt og
viralt arvestoff induserer immunologiske reaksjonkakseceller (Svingerudt al, 2012, lliev

et al, 2013).

4.4.1 Stimulering av leukocytter med CpG og polyl:C

Stimulering av leukocytter med CpG viste en tidsmgdig oppregulering av bade SOCS1 og
CISH, mens SOCS2 holdt seg uendret. En oppregglenrSOCS etter stimulering med CpG
er i overensstemmelse med tidligere forsgk av Raktkal. (2001), som kunne pavise en
oppregulering av SOCS1 og SOCS3 i APC behandlet @@@. | vart forsgk sa vi en
umiddelbar gkning i CISH uttrykket som nadde maksmretter 8 timer, hvoretter gkningen
ble redusert. SOCS1 derimot har en mer langsontikipeg nar sitt maksimale niva ved 24
timer. En beskjeden gkning i SOCS1-uttrykket p@§»8x i non-CpG stimulerte celler kunne
observeres ved henholdsvis 24 og 48 timer, og kdrkere DNA-indusert aktivering av
andre PRR enn TLR9. Forsgk med atlantisk laks h&trat CpG induserer type | IFN-
signalering, og etterfglgende gker nivaene av Merdensermt al, 2003, Strandskogt al,
2008). En gkning i SOCS1 uttrykket, som observergart arbeid stemmer derfor med
forventningene til et ISG. Det er interessant atalserveres en sa markant gkning i CISH-
uttrykket, og at kinetikken til SOCS1 og CISH fgedkg. Kimura et al. (2005) har vist at
CpG kan aktivere STAT5, sa induksjonen av CISH, sorat STAT5-indusert gen, er derfor
ikke uventet. Kinetikken til ulike SOCS fra fisk gdligere vist & veere ulik, og Wargg al.
(2010) rapporterte at etter stimulering med LPSugsies SOCS1 relativt hurtig, mens CISH
induseres noe seinere. CpG og LPS binder ikke safRIRR, og studier har vist at de
induserer samme cytokiner, men med ulik kinetiklartsthann and Krieg, 1999). CISH ble
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opprinnelig identifisert som et "immediate earlyng& og en tidlig oppregulering av CISH av
en bred aktivator som CpG kan derfor forventes gMiaiotoet al, 1997).

Stimulering av leukocytter med polyl:C viste en fiigp oppregulering av SOCS1, mens
SOCS2 og CISH holder seg stort sett uendret og Wisth en moderat gkning ved det tidligste
tidspunktet. En oppregulering av SOCSL1 etter stemud) med polyl:C er tidligere observert i
keratinocytter fra mennesker (Dat al, 2006), og dette studiet viste videre at SOCS1
hemmet fosforylering av STAT1 og dermed ble Jak/$Tsignaleringen i cellene hemmet.
En oppregulering av ISG etter stimulering med p@yér ogsa observert etter stimulering av
hodenyreleukocytter fra atlantisk laks (Strandskogl, 2008). Den moderate gkningen av
SOCS2 og CISH indikerer at polyl:C spesifikt indeselSG, som reflekteres i det hgye
SOCS1 nivaet mens andre signalveier, som ville mrédikning av SOCS2 og CISH ikke
aktiveres.

Forskjellene som observeres her i SOCS-uttrykked wenholdsvis CpG og polyl:C
stimulering indikerer at disse to ligandene akéveémmunreaksjoner ved & stimulere ulike
signalveier. CpG er vist a indusere en rekke sigmat, blant annet IRF, mitogen aktiverte
protein kinaser (MAPK) og NEB, som videre medierer utskillelse av cytokineeellirekte
aktivering av en rekke immunceller (Krieg, 2000)pCG vil derfor indusere ett bredere
repertoir av gener, enn polyl:C som hovedsakeligliarer signaler via IRF3 og induserer
ISG (Sunet al, 2010). Dette reflekteres i vare resultater hvionglering med CpG medfarer
en gkning av bade SOCS1 og CISH, mens ved polyifukering er det kun SOCS1 som
gker. Sistnevnte ser ogsa ut til & gi en sterketakisjon av SOCS1 (180x gkning), mens i de
CpG stimulerte cellene er gkningen kun 40x. (llienpublisert) har i likhet med disse
resultatene vist at stimulering av hodenyreleukecytmed CpG induserer en rekke
proinflammatoriske cytokiner som for eksempel ThMkens polyl:C stimulering gir en mer
markant induksjon av ISGer enn CpGene gir.

| sammenheng med SOCS-uttrykket i vares arbeid énaiet derfor vaeret interessant a
undersgke om forskjellen i aktivering av henholds@pG og polyl:C ogsa reflekteres i
uttrykket av andre gener.

| vare data kunne det en maksimal gkning i SOCSkmieres etter 24 timer, samtidig som

gkningen av SOCS1 etter stimulering med polyl:Cegirstagrre gkning enn stimulering med
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CpG bade etter 24 og 48 timer. Man vil derfor kuramta at Jak/STAT signalveien blir
sterkere hemmet av SOCSL1 i polyl:C-stimulerte catgat ISG-uttrykket derfor vil hemmes
mer over tid. Strandskogt al. (2008) undersgkte uttrykket av IFNa og Mx ettgisering av
CpG og polyl:C i bukhula i atlantisk laks, og tiégende det som observeres i vart arbeid,
kunne de pavise en forskjell i uttrykket som falge de ulike stimuleringene. Stimulering
med CpG viste en gkning av IFNal/a2, men kun modakaing av Mx, mens polyl:C
stimulering viste mindre IFNal/a2 gkning og starkaing av Mx. Resultatene fra Strandskog
et al. (2008) tilsier derfor ikke at gkt SOCS1-uttrykkeetpolyl:C stimulering vil hemme ISG
sterkere enn CpG, men indikerer heller det motsBi¢ er likevel viktig a ta i betraktning at
studiet av Strandskoet al. (2008) ble utfgrin vivo og derfor er det flere prosesser som kan
pavirke utfallet enn bare SOCS1 hemming av ISGrkittt.

4.4.2 Rollen til SOCS ved differensiering av DC

Dendritiske celler er profesjonelle APC, som modei@daptive immunresponser ved a skille
ut en rekke cytokiner. Disse cellene har en ditiggie i immunsystemet ved at de bringer det
medfadte og adaptive immunsystemet sammen, og S@&CSgesielt SOCS1, er vist & spille
en viktig rolle i modning av DC (Yoshimuret al, 2007). Flere studier har vist at fisk har
celler med karakteristika lik DC (Bassity and Cla2R12, Lovyet al, 2009). Ved & bruke en
nylig etablert modell i vart laboratorium for difensiering av DC (lliev, upublisert) gnsket vi
a studere SOCSenes rolle i disse prosessene. Nareate celler fra fornyre stimuleres med
CpGer vil de etter 5-7 dager i kultur differensiéteeller med DC karakteristika, mens celler
behandlet med polyl:C har makrofaglignende morfoltigev, upublisert). | vart arbeid ble
uttrykket av de ulike SOCSene malt i adherenteyi@teller stimulert med CpG og polyl:C i
24 timer. Videre ble cellene inkubert i 7 dagerregtimulert med R-848, som er syntetisk
ssRNA og en TLR 7/8 ligand. Restimuleringen vil ekkie om celle fortsatt responderer pa
virusassosierte PAMPer, eller om de har utviklefeaotype som ikke resonderer pa stimuli,
en sakalt "exhausted” tilstand, som er beskrevevifsse typer DC (Abdet al, 2012). Etter
24 timer stimulering med CpG og polyl:C var uttrgklav SOCSenen tilsvarende det som ble
observert i forsgket beskrevet ovenfor. Mens fdlecasom ble stimulert pa nytt ved dag 7,
fant vi en 14x gkning i SOCS1 uttrykket hos de GatiGulerte, mens uttrykket i cellene som
var stimulert med polyl:C var markant lavere (33PCS1 er tidligere vist & vaere involvert i
differensieringen av DC, og uttrykket av SOCS1 ist & gke i modne DC (Jacksen al,
2004). Jacksoret al. (2004) viste at i umodne DC fra mus, er STAT6 kibumsvt uttrykt
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mens det i lgpet av prosessen hvor DC modnes skjenedregulering av STAT6 og
oppregulering av STAT1. Samtidig skjer en oppregndeav SOCS1, og forfatterne foreslar
at SOCS1 fungerer som en negativ feedback hemmerS®B&T6, og dermed er
nakkelregulatorer i den STAT1 avhengige modningeBP@. Det hagye nivaet av SOCS1 som
observeres spesielt for de CpG-stimulerte cellsamtidig med at cellene morfologisk ligner
pa DC, kan indikere at SOCS1 bidrar til modning 2@ i laks tilsvarende det som er
rapportert for mus (Jacksat al, 2004).

Restimulering av cellene med R-848 viste at dat feaskjell mellom cellene som er
prestimulert med CpG sammenlignet med polyl:C oghaindlede kontrollceller. Fgrstnevnte
viste en gkning i SOCS1 og CISH nivaet etter ragéming, men i mindre grad enn celler
stimulert med polyl:C og kontrollceller. En intesasit observasjon er at de CpG-behandlede
cellene viser samme IFNal induksjon som polyl:@sterte- og kontroliceller, mens Mx
uttrykket er markant lavere i cellene som er reglart med CpG. Det at de CpG stimulerte
cellene ser ut til & respondere svakere pa R-84i@weleringen indikerer at cellene har endret
fenotype, og ikke reagerer pa samme stimuli sontriticellene. Cellene som er stimulert
med polyl:C ser ut til & reagere likt kontrollcelee og har ikke endret fenotype pa samme
mate. Et interessant spgrsmal er om de CpG-behdndilene kan ha differensiert til DC
som er i en "exhausted” tilstand. Det er ogsad e#sant a se, at selv om ISGene er
nedregulerte, sa er IFN-uttrykket like hgyt sonoinkollcellene. (lliev, upublisert) observerte
at i DC-lignende celler som ble restimulert med TLRjanden Gardiquimod, ble uttrykket
av ISG-transkripter nedregulert, mens uttrykketpawinflammatoriske cytokiner gkte i de
samme cellene. Den gkningen i SOCSL1 uttrykket sogeivher, kan spille en rolle i denne
sammenhengen, ved & hemme induksjon av ISGer. Btettemer ogsa med at vi observerte
en gkning i IFN1a mRNA i restimulerte DC, mens ykket av Mx-transkripter ikke gkte.
Det at de CpG stimulerte cellene og kontrollcellerste likt uttrykk av IFN1a, gjgr det mer
sannsynlig at vare DC ikke har en "exhausted” fgpet De er heller omprogrammerte til a
kunne respondere pa andre stimuli, slik at de sddC Aan mest mulig effektivt bidra i
cellemedierte immunresponser (Abeki al, 2012). @kningen i CISH uttrykket (45x) som
observeres i vart forsgk er faktisk stgrre enn mgen i SOCS1 (40x), og indikerer at CISH
ogsa har en rolle i DC ved virusinfeksjoner. CISHnglig rapportert a gke i uttrykk ved
differensiering av type 1 DC, som er viktige i CDBrmunresponser (Miaht al, 2012). En
gkning av CISH etter stimulering med ssRNA, kanfateindikere at DC responderer

malrettet mot en CD8+ immunrespons. Det ville deviert interessant & undersgke uttrykket
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av MHC Il og kostimulatoriske molekyler i cellereg videre undersgke hvilke typer stimuli
som kan aktivere APC, slik at de aktiverer T-cetledierte immuresponser.

Resultatene som er diskutert over baserer seg gfepfra kun to fisk, og disse viste stor
individuell variasjon i nivaet pa de responsene ddenmalt. Dette gjar at resultatene ma
tolkes med forsiktighet, og forsgkene ma gjentasrfan kan komme med sikre konklusjoner.
Variasjonen i datasettet er ikke uventet, sidemngaiceller generelt vil gi stor variasjon
mellom individer, siden de i stor grad vil refletgevariasjonen man ogsa ser pa individniva
ved forsgkin vivo. Likevel kunne det observeres samme mgnster ingknuttrykk av de
undersgkte genene hos de to fiskene, og selv ormigiget for konklusjoner basert pa dette
arbeidet er noe sparsomt, har forsgk med stgregdatnlag vist lignende resultater (lliev,

upublisert).

Alt i alt viser resultatene fra dette forsgket,simulering av leukocytter fra hodenyre hos
atlantisk laks, bade som ny-isolerte primeerceltpretier differensiering til DC, responderer
pa stimulering med PAMPer ved a oppregulere SOCSklye oppmerksomhet har veaert
rettet mot CpG og polyl:C, siden nevnte liganderist & ha potensiale som adjuvans i
virusvaksiner til fisk (Thimet al, 2012, Carrington and Secombes, 2006, Strandskead,
2011). En forutsetning for & lykkes med & lage irsksmot virus er at bade humoral og
cellulaer immunitet utlgses, og spesielt det & akéiwcellulaere responser har vist seg a vaere
en stor utfordring. A aktivere APC spesifikt retrabt en CD8+ immunrespons har derfor
stort potensiale til & kunne forbedre de vaksirsoma finnes mot virus i dag. Resultatene fra
vare eksperimenter kan indikere at CpG har statstingiale i denne sammenheng, siden CpG
ser ut til & differensiere APC hos atlantisk lak&re resultater viser ogsa, at etter
restimulering med R-848 gker IFN1a uttrykket iie-lignende cellene, samtidig som Mx-
uttrykket ikke gker. Kontrollcellene derimot visekning i bade IFN1a og Mx nivaene. Type
| IFN er vist & veere essensielt for utvikling av @8+ T-celle respons (Kolumaset al,
2005), og det kan dermed tenkes at endringen typea i DC inkluderer en nedregulering av
antivirale proteiner, hvor IFN heller rettes motikling av en CD8+ T-celle respons. Dette er
sa langt ikke beskrevet i litteraturen, og videnelersgkelser ma til for & avdekke om dette
kan veere tilfellet. Siden det samtidig observereslning i SOCS1 uttrykket er det mulig at
SOCSL1 har en rolle i nedreguleringen av Jak/STAhaiveien, som videre fgrer til & dempe
Mx uttrykket. | motsetning til den "positive” roltebeskrevet for SOCS1 knyttet til modning
av DC, er det ogsa foreslatt at SOCS1 kan hemmeedsmpen celler, og enkelte studier har
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vist at blokkering av SOCS1 gker antigen preseoaspPC (Sheret al, 2004, Zhanget al,
2012). Siden SOCSene, spesielt SOCS1, har en maké&dbade i utviklingen av DC og i
IFN-signalveien, kan SOCSene tenkes a pavirke tffelav vaksiner med CpG eller polyl:C
som adjuvans. Det er derfor viktig & avdekke hvilkelle, stimulerende eller hemmende,
SOCSene i denne sammenheng har hos fisk. Varetatesukan indikere at gkt SOCS1
uttrykk vil bidra til at vaksiner mot virus med CE®m adjuvans blir mer effektive. Bade ved
at CpGene stimulerer til differensiering av DC &m et al, 2004) og til endring av
fenotype som favoriserer en utvikling av CD8+ Tkeelved a omdirigere type | IFN
signalering fra produksjon av antivirale proteifi€olumamet al, 2005). A anvende SOCSer

i terapeutisk sammenheng har veert foreslatt, efierd utnytte deres stimulerende eller
hemmende egenskaper (Yoshimuea al, 2007). Vaksinering av laks med CpG som
adjuvans, vil medfgre at SOCS1 nivaet i cellendrkés og kan vaere en metode for a gjare
virusvaksiner enda mer effektive. Fgr man gar iggaed & teste ut slike tiltak er det viktig at
rollene til SOCS1 blir grundig kartlagt vivo. Dette er ngye regulerte prosesser, som uten tvil
vil bli adskillig mer komplisert & avdekke enn dellestudiene som er gjort i denne
masteroppgaven, og Vil kreve studier over lengdeitflere organer i levende fisk. Den
omdiskuterte rollen til SOCS1 i modningen av DCevisgsa betydningen av a studere ulike
aspekter av immunresponser, bade molekyler sormulstier og hemmer disse, slik at man

oppnar en bredere forstaelse av hva som skjek&amepel ved vaksinering.

4.5 Stabil transfektering av celler med SOCS1 og STH2

| pattedyr har overuttrykk av SOCSene enteritro ellerin vivo, sammen med "knock out”
studier, bidratt til & gke kunnskapen om deresogiske rolle (Alexander and Hilton, 2004).
A etablere denne type verktgy for & fa frem mealgit kunnskap om disse proteinene i fisk
har veert et viktig delmal i denne masteroppgavernvalgte 8 anvende CHSE-celler, siden
erfaringer fra forskningsgruppen tilsier at dissebest egnet til transfeksjon. Ved & bruke
stabilt transfekterte celler fremfor transient stmkterte celler har man et mer stabilt verktgy
for & produsere reproduserbare resultater. Dessatercellelinjen i seg selv vaere nyttig til

for eksempel dyrkning av virus.

62



Diskusjon

4.5.1 Etablering av cellelinjer stabilt transfektened SOCS1 og SOCS2

Resultatene viser, at var metode for & etabledelicggr med stabilt uttrykk av SOCS1 og
SOCS2 har lyktes, basert pa at gitte celler haretawttrykk av henholdsvis SOCS1 og
SOCS2 sammenlignet med ubehandlede CHSE-cellertewideBlott og RT-gPCR viste at
dette var tilfellet bade pa transkript- og protéidn SOCS1 viste noe lavere uttrykk enn
SOCS2, noe som kan indikere at SOCS1 er undergstremegulering enn SOCS2. Dette er

ikke uventet, med tanke pa ngkkelrollen til SOC&dgulering av immunresponser.

Forsgkene i denne masteroppgaven er gjennomfgrt ubettandlede CHSE-celler som
kontroll mot de transfekterte cellene. Plasmiderseg selv vil kunne indusere en

immunologisk respons, siden de er av bakterielthappog kan inneholde CpG sekvenser
(Carrington and Secombes, 2006) slik at en merekokontroll ville veere & bruke cellelinjer

som uttrykker tom-vektor. En cellelinje stabiltrisdfektert med GFP-tom vektor ble etablert
etter at forsgkene i denne masteroppgaven var teatslog forsgk med infeksjon av virus

viste sma forskjeller i virusmengde, sammenlignednubehandlede CHSE-celler etter 96
timer (appendix VII). Dette indikerer at det erefit forskjell i antiviral respons i de to

kontrollcellelinjene innenfor det tidsintervallebra ble brukt i denne masteroppgaven, og
resultatene kan derfor regnes som palitelige.

4.5.2 Hva skjer med IFN-signalveien i celler sorarattrykker SOCS1 og SOCS2?

Siden SOCSL1 har vist seg a veere et ISG hos lakeewgner Jak/STAT signalveien ved a
blokkere forflytting av STATL til cellekjernen (Sdgol et al, 2014), kan det tenkes at en
cellelinje som overuttrykker SOCS1 vil hemme IFNgrsleringen. Dette er tidligere vist i
fibroblaster fra pattedyr, hvor overuttrykk av SACIEemmet infeksjon med herpes simplex
virus ved & hemme IFNinduksjon (Freyet al, 2009). Resultatene fra vart forsgk viser, at
etter stimulering med IFNla gker SOCS1 uttrykkelCHSE-cellene og de SOCS2-
transfekterte, mens SOCSL1 uttrykket i de SOCSkstekterte er uendret. Nivaet av SOCS2 i
alle cellelinjene er i stor grad uendret etter staringen. Dette viser at cellene responderer pa
stimuleringen som forventet ved & indusere 1SG.akes til at det ikke observeres noen
endring i SOCS1 uttrykket i de SOCS1-transfekteséiene er sannsynligvis at IFN-
signaleringen vil hemmes av SOCS1, og at SOCS1 eoet ISG, dermed ikke blir like
effektivt indusert ved IFN-behandlingen. | samsweed disse resultatene observeres en starre

gkning av Mx-nivaet i IFN-stimulerte CHSE-celler o§OCS2-transfekterte cellene,
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sammenlignet med det man maler i cellene som ersfektert med. Igjen blir IFN-
signaleringen hemmet av SOCS1, og dermed induskkes Mx. Resultatene indikerer
dermed, at SOCS1 hemmer IFN-signaleringen songétii ogsa er vist hos pattedyr (Croker
et al, 2008). Disse dataene stgtter nylige studier alCSos fisk, som foreslar en
konservert funksjonell rolle mellom SOCS1 hos phtteng fisk (Skjesokt al, 2014, Nieet
al., 2014).

En cellelinje som i sa stor grad hemmer induksjoartivirale proteiner kan veere et effektivt
redskap for dyrkning av virus, bade i forbindelsednforsgk og produksjon av vaksiner. Ett
av problemene med produksjon av virusvaksiner ietagf det kreves store mengder antigen,
noe som er bade dyrt og tidskrevende a fa til (Rebm, 2011). Forsgk gjennomfart etter at
forsgkene i denne masteroppgaven var avsluttetyisathgyere replikasjon av SAV3 i de
SOCS1-transfekterte cellene sammenlignet med CH#E&rdransfektert med tom vektor
(appendix VII). Disse resultatene stemmer meddéatk observasjoner av Freyal. (2009),

og indikerer at den SOCS1-transfekterte cellelirjan veere et godt redskap til dyrkning av

stgrre mengder av virusantigen.
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4.6 Konklusjoner

SOCS1, SOCS2 og CISH ble pavist i alle organeisk favaksinert laks, og viser at
dette er proteiner som har brede regulerende rbberatlantisk laks. Ulike nivaer i

enkeltorganer kan indikere ulike roller for SOCSétsvarende det som er rapportert
for pattedyr.

Infeksjon med SAV3n vivo induserer SOCS1 som sammenfaller med prevalens av
virus og patologiske endringer og tilsier at SO®&d en viktig rolle i vertens respons
ved SAV3 infeksjoner. Resultatene tyder ogsa pdS@CS2 og CISH kan ha
immunologiske roller hos atlantisk laks.

Infeksjon med SAV3 og IPNVh vitro induserer ISGer (SOCS1 og Mx), og SOCS1
viser etter infeksjon med disse virusene en resgonsforventet for et ISG. Disse to

virusene ser derfor ikke ut til & utnytte SOCS1darnngéa laksens immunforsvar, og
SOCS1 har mer sannsynlig en rolle under infeksjsten negativ feedback hemmer
av IFN-signaleringen.

SOCS1 og CISH induseres etter stimulering med CgGalyl:C . Ulik styrke og
kinetikk av induksjon viser at disse induseres ggn ulike signalveier hos atlantisk
laks. Videre studier bgr avdekke om SOCS1 kan vemavert i hemming av ISG
etter stimulering med CpG og polylig vivo.

Resultatene indikerer at SOCS1 og muligvis ogsdHGiSinvolvert i differensiering
av DC hos atlantisk laks. Rollen til disse SOCSleaeundersgkes videre med tanke

pa aktiviteten DC har i laksens immunforsvar.

Metoden som ble brukt for etablering av stabiltnsfekterte cellelinjer som
overuttrykker SOCS1 og SOCS2 er vel egnet. Dissieliogene vil veere et godt

verktgy for videre karakterisering av funksjoneih&©OCSene hos atlantisk laks.

Stimulering av celler som overuttrykker SOCS1 mieN1a viste at SOCS1 hemmer
ISG-induksjon. Resultatene fra denne masteroppgstedter derfor studier som tilsier
at funksjonen til SOCS1 er konservert mellom patted) fisk.
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Reagenser
Reagenser Produsent
Anti-Aktin antistoff, produsert i kanin, A2066  SignAldrich
Bovine Serum albumin 5 % Sigma Aldrich
Cell counting lysis buffer Chemometec
Cell counting stabilizing buffer Chemometec

CpG/non-CpG ODN

Ethanol (>99,8 %)

Fast SYBR®green mastermix

Fetal bovine serum, FBS

Goat Anti Rabbit IgG-HRP, Sc 2004
Glycine

Heparin

Ikke essensielle aminosyrer
Leibovitz's L-15 medium, L-15
Lipofectamine® 2000 Reagent
MagicMark® XP Western Protein Standard
Methanol 99,8 %

Minimum Essential Media, MEM
NucleoSpin® RNA I

NuPAGE® Antioxidant

NuPAGE® LDS sample buffer (2x)
NuPAGE® MOPS SDS Running Buffer
NuPAGE® reducing agent
RNA-later®

RNeasy® Mini Kit

Rnase-Free Dnase set

SDS

Streptomycin/Penicillin

Thermo Scientific
Sigma-Aldrich

Applied biosystems, Tiehnologies

Biochrom AG
St. Cruz Biotemlbgies
Sigma Aldrich
LEO Pharma AS
Gibco®, Life Technatsgi
Gibco®, Life Techngies
Invitrogen, Life Tedoges
Novex®, Tichnoloies
Sigma Aldrich
Gibco®, Life Technoleg
Macherey Nagel
Novex®, Life Technologies
Novex®, Life Techogies
Novex®, Life Teclompes
Novex®, Life Technologies
Ambion®, Life Technologies
Qiagen
Qiagen
Sigma Aldrich
Gibco®, Life Technologies
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SuperSignal West Pico Chemoluminiscent Thermo &@ien
Tris(hydroxymethyl)aminomethane Sigma Aldrich

Tween® 20 Sigma Aldrich

pPBABE-puro, Plasmid 1764 Weinberg Lab, Addgene
Phosfate-buffered Saline, PBS Sigma-Aldrich

Percoll GE Healthcare

Polyl:C Amersham Bioscience
Primere/Prober Sigma-Aldrich

R-848 InvivoGen

SeeBlue Plus2 Pre-stained Protein Standard Noveik®Technologies
SYBR®Green PCR Master Mix Applied biosystems, Lichnologies
TagMan® fast universal PCR Master Mix Applied bisgyms, Life Technologies
TagMan®reverse transkription reagents Invitrdderiife Technologies
TRIzoI® reagent Ambion®, Life Technologies
Trypsin/EDTA Sigma-Aldrich

Ultra Pure Water Biochrom AG

2-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich
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Lagsninger til Western Blotting

Tween Tris-Buffered Saline, TTBS

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

NuPAGE® SDS running buffer

NuPAGE® SDS running buffer (MOPS) 40 ml
dHO 760 ml
NuPAGE® Antioxidant 0,5 ml

Blottebuffer (1L)

Tris 3,03¢g
Glycine 14,4 g
SDS 0,02 %
Methanol 20 %
dH,O ad. 1L
Blokkebuffer

TTBS 50 ml

BSA 259
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Appendix Il
RT-gPCR spesifikasjoner for de ulike forsgk

Totalt input av RNA i hver cDNA reaksjon pa 20pl* og fortynning av cDNA for videre gPCR.

Delforsgk Totalt input RNA Fortynnet cDNA
Normalekspressjon SOCS 500 ng 1:10
Smitteforsgk med SAVH vivo 400 ng 1:10

Primaerceller stimulert med CpG, non-CpG og 250 ng 1:10

polyl:C i 8, 24 og 48 timer
* 48 timer - 30ul reaksjon

Primaerceller stimulert med CpG og polyl:C i 24 250 ng 1:10
0og 7 dager samt restimulering med R-848 i 24
timer

In vitro infeksjon av TO celler

- SAV3 *30 ul reaksjon 300 ng 1:10
- IPNV
CHSE-celler stabilt transfektert med SOCS1 elled50 ng 15
SOCS2

gPCR assay som ble benyttet for de enkelte forsgk.

Delforsgk gPCR assay
Normalekspressjon SOCS Fast SYBR®Green
Smitteforsgk med SAV® vivo Fast SYBR®Green

Primeerceller stimulert med CpG, non-CpG og polyl8Z24 og Standard SYBR®Green
48 timer

Primaerceller stimulert med CpG og polyl:C i 24 tibdager samt Fast SYBR®Green
restimulering med R-848 i 24 timer

In vitro infeksjon av TO celler med SAV3 og IPNV

- SOCS1, SOCS?, CISH, IFN1a Standard SYBR®Green
- Mx TagMan® fast

- Absolutt kvantifisering, nsP1, VP2 TagMan® fast
CHSE-celler stabilt transfektert med SOCS1 elle€CSQ Standard SYBR®Green

78



Appendix

Appendix IV

Gjennomsnittlige Cg-verdier

Uttrykk av SOCS-mRNA i Atlantisk laks infisert r8éd/3

EF1ab | SOCS1 ‘ S0CS2 ‘ CISH |Gjelle
B2 a o ST ST o o o T T T o B = W = W S W =0
T T T O T T T T T T T T T T T o
N = 00 N N - OO 1NN - 0O 1NN - 0 1N
- N N M I N N M|~ N N MN|—= N N M

0

5_

10 - o Ctr

15 - Infisert
S 20 -

25 o ® oo

30 -

L A PSR I
35 ¢ERES
40 -
EF1ab SOCS1 SOCS2 CISH jerte
2. 8. 8 o 2. 8. A o 8. 8 o o 8. 8 8 o
T T T T T T T T T T T T T T T T
N - 0O N N - 0O N N - 0O N N - 0O N
- N N ™" - N N M - N N ™" - N AN ™"

0

5_

10 - @ Ctr.

15 - Infisert
S20 -,

25' v

30 - . -

35 - Avov

40 -

EF1lab | SOCS1 | SOCS2 ‘ CISH hodenyre
‘3. ‘8. 8. & ‘8. ‘8. 8. & 2. a2 A 2 a2 A
T T T O T T T O T T T O T T T O
I~ — 0O w1 I~ — 0O w1 I~ — O wn ~ — O wn
— N AN M — N AN M — N N M — N N M

0

5_

10 - & Ctr
c-15- Infisert
S 20 -

519 ee

30 -

35' v"‘ - v v K > Av

40 -

Gjennomsnittlige Cqg-grenseverdier (threshold cycleved SYBR Green Real-Time PCR etter in-vivo
infeksjon av laks med SAV3.Sgylene viser gijennomsnittlige Cqg-verdier for BFkam referansegen samt

SOCS 1, SOCS2 og CISH ved 17, 21, 28 og 35 datmrieteksjon for kontroll- og infisert gruppe.
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SOCS-uttrykk i TO-celler infisert med SAV3 og IPNV

Infeksjon med SAV3

EF1aB | SOCS1 | SOCS2 | CISH | IFN1la | Mx SAV3
5288 &EBE AR EEERE &R S
o T O T o o o T o T o o
N < 0 N < < < O N ¥ @ <
5 _
10 - ¢ Ctr
15 4 Inf
S 20 Ao
25 -
30 - & & o -v’
35 - Tove T Noman o
40 - %00

Gjennomsnittlige Cq-grenseverdier (threshold cycleyed SYBR Green Real-Time PCR etter in-vitro
smitte med SAV3. Sgylene viser gjennomsnittlige Cg-verdier for Eflsd@n referansegen, samt SOCS1,

SOCS2, CISH, IFN1a og Mx etter smitte med SAV3 (MDIi 2,3,4,7 og 8 dager.

Infeksjon med IPNV

EF1aB SOCS1 IFN1a MX IPNV
< 0O N N | < 00 AN N F 0O N N[ O NN
N <IN AN NS AN F DN AN TN
0
ocCt
5 r
10 - MOI=1
15 - AMOI=10
S20 1k K & X X Polyl:C
25 - X
X
30 - X X . XX < L X
35 EafdZhapg lno
40 -

Gjennomsnittlige Cqg-grenseverdier (threshold cycleyed SYBR Green Real-Time PCR etter in-vitro
smitte med IPNV. Sgylene viser gjennomsnittlige Cq verdier for Efis@n referansegen, samt SOCS1,

IFN1a og Mx etter smitte med IPNV (MOI=2) i 2,3,4@ 8 dager.

80



Appendix

SOCS uttrykk i Leukocytter isolert fra Atlantiskda

Etterligning av virusinfeksjon

EFlab S0CS1 SOCS2 CISH
8t 24t48t |8t 24t48t |8t 24t48t | 8t 24t 48t
5 .
& Ctr
10 -
=15 - CpG
<20 Anon-CpG
e X x X non-Cp
20 X X i X Polyl:C
i *
35 - o ‘i‘* X =
40 2 32

Gjennomsnittlige Cg-grenseverdier (threshold cycleyed SYBR Green Real-Time PCR etter in-vitro
stimulering av leukocytter med CpG, non-CpG og polyC. Sgylene viser gjennomsnittlige Cg-verdier for
EFlab som referansegen samt SOCS 1, SOCS2 og CiSHs&mulering i 8, 24 og 48 timer for
kontrollceller og celler stimulert med CpG (200§ZuM), nonCpG (2007) (2M) og Polyl:C (2ug/ml).

Differensiering av dendritiske celler

EFlab | SOCS1 | SOCS2 CIS IFN1a Mx
o) o) ) ) o) |
< < < < < <
© © © © © ©
& & & & & &)
- - 4 Rl red Rl rd - = 4
<t < < < < < <t < <t < < <
NN NN NN NN NN NN
+ + + + + + +~ + + +~ + + + + + + + +
¥TT |¥TUT |¥9T [TV |¥TT |¥TT
NNN ARKN (AN AN [ARNKN ([NR X
5 - @ Ctr.
10 -
15 CpG
8'20 ST T A Polyl:C
25 - “‘ 2 ¥ Ao
2
30 - $a ¢ oah o8
| B ) ¢
35
40 -

Gjennomsnittlige Cqg-grenseverdier (threshold cycleied real-time PCR etter in-vitro stimulering av
leukocytter med CpG, non-CpG og polyl:C samt restimlering med R 848. Sgylene viser
gjiennomsnittlige Cg-verdier for EFlab som refergasesamt SOCS 1, SOCS2, CISH, IFNl1la og Mx etter
stimulering i 24 timer og 7 dager for kontrollezllog celler stimulert med CpG (2006T) (®1), nonCpG

(2007) (2uM) og Polyl:C (2ug/ml), samt restimulering R 848(@/ml) i 24 timer.
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Stabil transfektering av CHSE-celler med SOCS10G &

Etablering av cellelinjer stabilt transfektert n@@CS1 og SOCS2

EF1aB SOCS1 SOCS2
8t 24t 8t 24t 8t 24t

0
57  CHSE
10 -
15 -

S 20 - A ' A SOCS2-transfekterte
25 - A A

SOCS1-transfekterte

30 - A
L
35 - 2

40 -

Gjennomsnittlige Cq-grenseverdier (threshold cycleyed SYBR Green Real-Time PCR i celler stabilt
transfektert med SOCS1 eller SOCS2.Sgylene viser gjennomsnittlige Cg-verdier for EFlsdm
referansegen samt SOCS 1, SOCS2 ved 8 og 24 timer.

Stimulering av stabilt transfekterte celler med 1@N

CHSE SOCS1-transfekterte | SOCS2-transfekterte

EF1aB-8t
EF1aB-24t
SOCS1-8t
SOCS1-24t
SOCS2-8t
SOCS2-24t
Mx-8t
Mx-24t
EF1aB-8t
EF1aB-24t
SOCS1-8t
SOCS1-24t
SOCS2-8t
SOCS2-24t
Mx-8t
Mx-24t
EF1aB-8t
EF1aB-24t
SOCS1-8t
SOCS1-24t
SOCS2-8t
SOCS2-24t
Mx-8t
Mx-24t

0
5_
10 - @& Ctr
15 -
A Stim

o 20 1@ * e 'Y
© 25 - AA “ 44 .

01 Ads, AU P

- . ‘
- *0 *®
45 -

Gjennomsnittlige Cg-grenseverdier (threshold cycleyed SYBR Green Real-Time PCR i celler stabilt
transfektert med SOCSL1 eller SOCS2 etter stimulerig med IFN1a. Sgylene viser gjennomsnittlige Cg-
verdier for EF1ab som referansegen samt SOCS 1S8®@@ Mx etter stimulering i 8 og 24 timer med IRN1
(500 U/ml)
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Appendix

Appendix V

Absolutt kvantifisering av SAV3 i hjerte, hodenyreog gjelle isolert fra atlantisk
laks infisert med SAV3

Fremgangsmate:

Absolutt RT-gPCR ble gjennomfgrt av H. L. Thim mé&RNA som var isolert i et tidligere

utfart smitteforsgk ved forskningsgruppen (Fremide2012), som beskrevet i materiale og
metode. Totalt ant. nsP1 transkripter ble maltd 4@ av totalt RNA reverst transkriptert til
cDNA og fortynnet 1:10. Primer Kkarakteristika forsRL er angitt i tabell 3.

Hjerte Hodenyre
10000 -~ 100 -+
- 1000 - : -
%5 %5 10 -
S 8100 - 23
E : i g
S | 55
S 2 10 - o &
W £ = &
37 | g5 1
1 A = - = |
01~ 01 -
Gjelle
1000 -
- 100 -
% 5
S B
S .
gﬁ 10
S5 I
00 5=
2T 17 9 @
0,1 -
= =17 dpi =0=21 dpi =0=28 dpi =@=35 dpi = Median

@kning antall nsP1 transkripter i hjerte, hodenyre og gjelle etterin vivo infeksjon av laks med SAV3Frisk,
uvaksinert fisk ble utsatt for en kohabitant smittelell med SAV3. Hjerte, gjeller og hodenyre ble ta ved 17,
21, 28 og 35 dager etter smitte. @kning i nsP1skwpter ble malt med RT-gPCR.
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Appendix

Appendix VI

Relativ gkning i SOCS1-uttrykk i atlantisk laks infisert med SAV3.

45 - SOCS1

40 - -Var (21 dpi, n=6)
35 A
30 -
25 -
20 -
15 A
10 A

Fold induksjon

17dpi 21dpi 28dpi 35dpi

160 1 SOCS1

140 - .
Var (21 dpi, n=2
20 (21dp )

100 -
80 -

60 -
40 - @ Gjelle

OHjerte

Fold diff.

20 - B Hodenyre

17dpi 21dpi 28dpi 35dpi

Relativ gkning i genuttrykk av SOCSL1 i hjerte, gjele, hodenyre etter in-vivo infeksjon av laks med
SAVa3. Frisk, uvaksinert fisk ble utsatt for en kohabitamittemodell med SAV3. Hjerte, Gjelle og hodenyr
ble tatt ut ved 17, 21, 28 og 35 dager etter smitteandring i genuttrykk ble malt med SYBR GreezaR
Time PCR i forhold til ubehandlet kontroll som angerdien 1. Sgylene viser gjennomsnitt + standaiia
fra atte fisk. For dag 21 etter smitte viser a.dtbwekten av gruppen (seks individer), b. visemtcoet-fisk.
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Fold gkning

Appendix

Appendix VI

Infisering av stabilt transfekterte celler som oveuttrykker SOCS1 med SAV3.

Fremgangsmate:

Stabilt transfekterte celler som overuttrykker SQGSg celler stabilt transfekterte med tom
vektor (beskrevet i M&M avsnitt 2.5.1) samt CHSHIaeble infisert med SAV3 av G.
Standskog. Kontrollceller ble holdt ubehandlet.|€led ble hgstet etter 96 timer og 6 dager
96. Relativ gkning i nsP1 transkripter ble malt liRIqgPCR (beskrevet i M&M avsnitt 2.8).
@kning i genuttrykk ble beregnet etiteACq metoden.

14000 - 96 timer 140000 6 dager
12000 120000 -
10000 - 2100000
8000 £ 80000
6000 < 60000
4000 S 40000 -
2000 20000 - lAACq...
o — w — 0+ —— —_
CHSE CHSE EV SOCS1 SOCS1 CHSE CHSE EV SOCS1 SOCS1
ktr  SAV3 SAV3  ktr  SAV3 ktr  SAV3 SAV3 ktr SAV3

Relativ gkning i genuttrykk av nsP1 i celler stabil transfekterte med SOCS1, tomvektor eller CHSE
celler etter in vitro smitte med SAV3.Celler ble smittet med SAV3 i 96 timer og 6 dadgeorandring i
genuttrkk ble malt med RT-gPCR i forhold til ubeblt kontroll. Sgylene viser gjennomsnitt +

standardavvik.
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