Utvikling av vaksine mot lakselus

Et forskerteam ved Havforsk-
ningsinstituttet har i fem ar
malrettet brukt genteknologi i
arbeidet med 4 fa kartlagt flest
mulige sider ved lakselusens bio-
logi. Etter hvert er det skapt et
grunnforskningsmilje pé lakselus
som er unikt pa verdensbasis. Det-
te har vaert en sentral del av insti-
tuttets strategiske satsing pd marin
genomforskning. N& konsentrerer
vioss om a bruke den nye kunn-
skapen om lakselusen til 4 lete
etter alternative strategier for &
kunne bekjempe denne parasit-
ten. De forste kliniske forsek i fisk
har allerede vist at det er mulig a
redusere antall lakselus gjennom
vaksinasjon.
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Infeksjoner med lakselus (Lepeophtheirus
salmonis) er en av de enkeltfaktorer som
gir storst gkonomisk tap i norsk oppdretts-
nering. Infeksjoner kan medfore dedelig-
het, redusert vekst og tilleggskostnader til
medikamenter for avlusning. Potensielle
negative miljoeffekter av avlusning og okt
smittepress pa villfisk er ogsa uenskede
sekundereffekter koblet til lakselusin-
feksjoner 1 oppdrettsanlegg. I Norge er
det i dag til enhver tid over 300 millioner
oppdrettslaks i sjeen, sammenlignet med
anslagsvis 1-3 millioner individer av vil-
laks og sjeerret til sammen. Selv fa lak-
selus per oppdrettsfisk medferer en stor
okning i den totale produksjonen av lak-
seluslarver i sjgen.

Frykt for resistensutvikling
Selv om leppefisk i dag i noen grad brukes
til biologisk avlusning, holdes i realiteten

Deteksjon av lakseantistoffer
(rad farge) i haemocoel pa lakselus

lakselusproblemet i sjakk ved hjelp av
relativt omfattende bruk av noen fa effek-
tive avlusningsmidler, to pyretroider (del-
tametrin og cypermetrin) og emamectin
benzoat (“SLICE”). Det begrensede antall
medikamenter i kombinasjon med omfat-
tende bruk, gjer at sannsynligheten for
resistensutvikling over tid er stor, tilsva-
rende det som skjedde med organofosfa-
tene som var i bruk til midt pa 1990-tallet.

Pesticider tilsvarende det som i dag brukes
mot lakselus har ogsa vaert brukt i bekjem-
pelse av ulike skadeinsekter, og resistente
stammer har da utviklet seg i mange arter.
Rykter om enkelttilfeller av pyretroidre-
sistens har versert lenge og er de senere
ar bekreftet vitenskapelig. “SLICE” har
bare veert benyttet i Norge i fa ar, mens det
i Chile har veert i utstrakt bruk mot Caligus
spp. gjennom mange ar. Derfra rapport-
eres det nd om gkt behandlingsfrekvens.
Deter for gyeblikket ingen store resistens-
problemer med avlusningsmidlene som
brukes i norsk oppdrettsneering, men det
er sannsynlig at slike problemer vil oppsta
i fremtiden. Utvikling av nye avlusnings-
strategier, vaksinasjon og/eller nye medi-
kamenter, vil derfor vere av stor viktighet
for oppdrettsneringen.

Figur 3.3.1
Immunhistokjemisk (IHK)
pavisning av lakseantistof-

fer i lakselus som har spist
lakseblod (snitt C). Snitt B

er negativ kontroll for IHK-
analysen. A viser bilde av den
levende, voksne hunnlusen,
med tarmen full av lakseblod
(redt),for preparering for
IHK-analysene.

Salmon antibodies in salmon
louse with salmon blood in the in-
testine, detected using immuno-
histochemistry (IHC) (Section
C). Section B is the IHC negative
control. Image A shows the live
adult female salmon louse with
salmon blood throughout the in-
testine (red line), prior to prepa-
ration for IHC analysis.

Deteksjon av lakseantistoffer
(red farge) inne i lakselustarm




Vaksinasjonsforsgk

Utvikling av vaksiner mot ektoparasitter
er en vanskelig oppgave. Siden disse para-
sittene lever pa utsiden av verten, reagerer
ikke fiskens immunsystem p4 hele para-
sitten, slik det gjor mot virus og bakterier.
Det eneste stedet det er kontakt mellom en
fisk og en lakselus er der lakselusen spiser
av verten. Vertens immunsystem kan der-
for bare reagere lokalt mot komponenter
parasittene utskiller pd infeksjonsstedet,
og ikke mot komponenter som er skjult
inne i parasitten. Tilnarmet alle kompo-
nenter i en ektoparasitt er derfor skjult for
vertens immunsystem under en naturlig
infeksjon. For ektoparasitter som spiser
blod kan imidlertid komponenter inne i
parasitten nas via vertens blod. Den enes-
tekommersielttilgjengelige vaksinen mot
en ektoparasitt (flatt pa storfe) er basert
pa et protein (Bm86) i fordeyelsessyste-
met til parasitten. Nér kveget vaksineres
med dette proteinet, danner det antistof-
fer mot Bm86. Dermed fér flatten i seg
antistoffene nar den suger blod, noe som
trolig hemmer dens fordegyelsessystem og
reproduksjon. Bm86 er skjult for vertens
immunsystem under en naturlig infek-
sjon. Nér det isoleres og injiseres som
vaksineantigen i verten, er det en vaksine
som er basert pa et sdkalt “skjult antigen”.
Lakselus spiser ogsa blod fra verten sin,
og vi har pévist lakse-antistoffer inne i
lakselusen (Figur 3.3.1).

I et forste forsgk med vaksinasjon av laks
med “skjult antigen” fra lakselus har vi
brukt en blanding av proteiner renset fra
lakselusegg. Pre-smolt av atlantisk laks
ble vaksinert, og etter sjgvannstilvenning
eksperimentelt smittet med infeksiose
kopepoditter, produsert fraen egenutviklet
laboratoriestamme av lakselus. Vaksinert
gruppe og kontrollgrupper gikk i et felles
kar inntil to uker etter smitte. Vaksinegrup-
pene (med fasthengende chalimuslarver)
ble da overfort til separate kar, hvoretter
lakselusen fikk utvikle seg til voksne indi-
vider. Ved avslutning av forseket 11 uker
etter smitte var det signifikant feerre fisk
med voksne hunnlus og lavere antall voks-
ne hunnlus/fisk i vaksinert gruppe enn i
kontrollgruppen (Figur 3.3.2). I karet der
vaksinert gruppe og kontrollgruppe gikk i
blanding, ble det observert en viss effekt
av vaksinasjon ogsa i kontrollgruppene.
Dette skyldes trolig det faktum at lus, og
seerlig laboratoriestammer, hopper mel-
lom ulike verter. Siden vaksine-antige-
nene var isolert fra egg, ble vaksineeffekt
som forventet observert pa hunnlus.

Vaksineforsgket indikerer klart at det
teknologisk sett er mulig 4 bruke vak-
sinasjon til & redusere antall lakselus pa
oppdrettsfisk, men det er uavklart hvilke
av komponentene i testvaksinen som fun-
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Andel fisk med voksne lakselus (A) og antall voksne lakselus/fisk (B) pa atlantisk laks vaksinert
med “skjult antigen” fra lakselus. Data er innsamlet | | uker etter eksperimentell smitte med

infeksigse lakseluslarver (kopepoditter).

Percentage of fish with adult salmon louse (A) and number of adult lice/fish (B) on Atlantic salmon
vaccinated with concealed antigens from salmon louse. Data was collected | | weeks after experimental
challenge with infectious salmon louse larvae (copepodids).

gerer. Arbeid med & avklare dette pagér i
tett samarbeid med vaksineprodusenten
Intervet-Norbio. Selv om det i dag allere-
de foreligger kandidat-antigener i klinisk
utpreving, er det viktig & fortsette arbeidet
med & identifisere og evaluere nye “nek-
kelproteiner” som kan blokkeres ved vak-
sinasjon og/ellernye medikamenter. Deter
ikke mulig 4 vite om noen av dagens kan-
didat-antigener, (som virker nér de renses
direkte fra lakselus og brukes i blanding)
har effekt hver for seg eller om de lar seg
produsere i industriell skala.

Utvelgelse av kandidat-antigener
Utvikling av vaksinen mot flatt pa stor-
fe viste at en effektiv vaksine basert pa

“skjult antigen” ma besta av ett eller noen
fa antigener. Dette er ogsa en forutsetning
for at en slik vaksine for fisk skal kunne
produseres industrielt, til en pris som gjor
det mulig a ta den i praktisk bruk i opp-
drett. Detaljert kunnskap om de biolo-
giske prosesser som kan angripes (f. eks.
reproduksjon) er derfor en forutsetning for
a kunne identifisere ngkkelproteiner som
kan blokkeres. Parasitter som lakselus er
meget kompliserte eukaryote organis-
mer med titusenvis av gener (som ikke er
karakterisert). Dette gjor identifisering av
potensielle “skjulte antigen-kandidater”
tilenmegetomfattende oppgave, der forsk-
ningsstrategier basert pa d studere ett og ett
gen ikke er hensiktsmessig.
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Ved Havforskningsinstituttet har vi
sekvensert 7000 sakalte EST-er (biter av
gener som er “paskrudd”) fra lakselus.
Disse representerer ca. 2500 lakselusgener
hvorav omtrent 40 % ikke er funnet & ha
likhet med gener fra noen andre organis-
mer. Basert pa slike databasesgk mot gener
fra andre organismer kan man fé en indi-
kasjon om genfunksjon, men funksjonelle
forsek er uansett nodvendig. Med mikro-
matriseteknologi er det mulig & analysere
genaktiviteten til titusenvis av gener i én
prove samtidig. Ved & sammenligne resul-

tater fra ulike prever kan man med slik
teknologi folgelig identifisere gener som
er ulikt paskrudd i prevene. Dermed kan
de enkeltgener som er involvert i den bio-
logiske prosess som studeres, identifiseres
blant titusenvis av gener.

Havforskningsinstituttet har, i samarbeid
med Norsk mikromatrise-konsortium,
utviklet en lakselus-mikromatrise basert
pé vare 7000 EST-er. Ved hjelp av denne
mikromatrisen har vi kartlagt uttrykking
av alle de karakteriserte lakselusgene-

Figur 3.3.3

Sok etter gener involvert i modning av voksne lak-
selushunner fra siste skallskifte til maksimal egg-
produksjon, ved hjelp av mikromatriseteknologi.
A. Ulike utviklingsstadier av modnende voksne
hunnlus hvorfra alle aktive gener (MRNA) isoleres
for mikromatriseanalyser.

B. Utsnitt av lakselus-mikromatrise (7000
mikroflekker av DNA, som hver representerer en
kjent gensekvens, EST) der genaktiviteten av alle
gener analyseres fra alle de ulike utviklingsstadi-
ene. Genaktiviteten for hvert enkelt gen detekte-
res ved utsending av lys, og gener som endrer ak-
tivitet giennom modningsprosessen kan ses som
endring i fargeintensitet (grenn, red) pa analyser
fra ulike praver. Lysintensitet males ved hjelp av en
laserskanner og analyseres ved hjelp av bioinfor-
matisk verktoy.

C. Eksempel pd resultat av bioinformatisk analyse
av mikromatriseforsgk. Kurvene representerer
nivaet av genuttrykk pa de ulike modningstadiene;
en kurve for hvert gen (mikroflekk) pa mikro-
matrisen. | dette eksempelet har dataanalysen
identifisert bade de gener som blir“skrudd pa”
(rede kurver) og de som blir“skrudd av” (grenne
kurver) under prosessen frem mot eggproduk-
sjon. ldentiteten til hvert enkelt av genene frem-
kommer automatisk av listen til venstre.

Detection of genes involved in post-molting maturation
and egg production in adult female salmon louse using
microarray analyses.

A. Different developmental stages of adult female
salmon louse maturating for egg production, from
where all expressed genes (MRNA) are isolated for
microarray analysis.

B.Parts of salmon louse microarrays (7000 micro-
spots of DNA, each corresponding to one EST) used to
measure the expression level of all the genes from the
individual developmental stages.The expression level
of each gene is represented by emission of light and
changes in gene expression are measured as changes
in color-intensity (green, red) between the different
samples. Laser scanning and bioinformatic tools are
used to detect the light intensities and process the raw
data.

C. Example of results from bioinformatic analysis of
microarray data.The lines in the graph represent levels
of gene expression at the different developmental
stages, one line for each gene (microspot) on the array.
Here the software has identified both the genes that
are “switched on”(red lines) and the genes “switched
off ”(green lines) during maturation and egg produc-
tion.The identities of the genes are automatically listed
as shown to the left.

ne gjennom lakselusens eggproduksjon
(Figur 3.3.3). Modningsprosessen som
skjerivoksne hunnlus i forkant av eggpro-
duksjon har vi de senere ar dokumentert
ved hjelp av egenutviklete laboratorie-
stammer av lakselus. Over hundre voksne
lakselus i ulike modningsstadier er hes-
tet og systematisert ved hjelp av digitale
strukturanalyser. Mikromatriseanalyser
pa utvalg av disse provene paviste én
gruppe gener som ble “skrudd pa” under
modning og eggproduksjon og en annen
gruppe som ble “skrudd av”. Blant genene



Figur 3.3.4 A)

Eksempel pa evaluering av et
kandidat-antigen ved hjelp av
systemisk RNA-interferens i
lakselus. Uttrykking av genet
som koder for kandidat-
antigenet (her et gen invol-
vert i eggproduksjon) ble
“slatt av” i voksne hunnlus
(A). Proteinet genet koder
for kunne ikke detekteres i
de befruktede eggene
(C,venstre) noe som bekref-
tet at genet var avskrudd.
Eggene som manglet dette
proteinet utviklet seg til
larver;men larvene var
feilutviklet og/eller
klekket ikke (B,venstre).
Example of candidate-
antigen evaluation in salmon
louse, using systemic RNA
interference. The expression
of the gene that encodes the

candidate antigen (here a B
protein involved in egg produc-
tion) was “knocked down”in
adult salmon louse (A). The
protein encoded by the gene
was undetectable in the ferti-
lised eggs (C, left), confirming
that the gene was “off . Eggs
without this protein developed
into larvae but the larvae had
developmental defects and/or
were unable to hatch (B, left).
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som ble “skrudd pa”, paviste vi blant annet
de som koder for antigenene som ble brukt
i den effektive testvaksinen beskrevet
over. I tillegg ble en del nye gener pévist
a veere involvert i den samme prosessen.
Disse utgjor da nye kandidat-antigener for
a prove & hemme reproduksjonen via vak-
sinasjon.

Vaksinetesting uten vaksinasjonsforsgk
Uansett teknologi vil forsek pé & utvikle
en lakselusvaksine nedvendiggjore eva-
luering av en lang rekke kandidat-anti-

7—10 dager
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\ Kontroll (gen “aktivt”)

Nyklekkede normalt utviklede larver
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normalt finnes i lakselusegg
(hayre) ikke finnes i egg fra

hunnlus der genet som koder for o
proteinet er “inaktivert” (venstre)

ved hjelp av RNA-interferens

gener. Selv om mikromatrise og andre
funksjonelle genomstudier brukes malret-
tet til & identifisere kun de mest lovende
av dem, vil listen over kandidat-antigener
langt overstige hva som er praktisk mulig
a utpreve i kliniske vaksinasjonsforsek.
Kliniske vaksineforsek forutsetter til-
gjengelig antigen (renset fra lus eller laget
rekombinant), tilgjengelig forseksfisk og
fasiliteter, og inkluderer en tidkrevende
prosess med vaksinasjon og eksperimen-
tell smitte. Dette er ikke praktisk mulig
om antallet kandidat-antigener er 50—100,
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slik det trolig minst ma forventes dersom
et vaksineutviklingsprosjekt pd lakselus
skal lykkes. Ved Havforskningsinstitut-
tet har vi nylig etablert en metode som
lar oss evaluere vaksinekandidater uten &
métte gjennomfore vaksineforsek. Den-
ne metoden, RNA-interferens, gjor det
mulig & skru av gener man matte enske i
hele, levende lakselus. Dette medforer at
det proteinet som genet koder for (vaksi-
nekandidat-antigenet) ikke blir produsert,
og konsekvensen av det kan observeres
pa den levende lakselusen. Det samme vil



da kunne skje dersom proteinet blokkeres
via vaksinasjon. Pa denne maten kan alle
kandidat-antigener der fravaer/blokkering
ikke har noen/tilstrekkelig effekt, fjernes
fra listen. Dermed vil kliniske vaksina-
sjonsforsek bare gjores pa kandidat-anti-
gener der fravaer/blokkering kan pavirke
lakselusen negativt i tilstrekkelig grad (er
dedelig, hemmer blodfordeyning, hem-
mer reproduksjon osv.).

Vi har for eksempel gjort slik RNA-inter-
ferens pé et gen som koder for et av de
antigenene som var i den effektive test-
vaksinen beskrevet over. Genet ble pavist
a vaere “avskrudd” i de voksne eggprodu-
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serende hunnene, og proteinet var ikke til
stede i eggene (Figur 3.3.4). Selv om de
eggproduserende hunnene ikke selv ble
pavirket av at genet ble “skrudd av”, viste
det seg at larvene som manglet proteinet
genet koder for ikke klekket. Blokkering
av dette proteinet dreper altsé ikke hunn-
lusen, men hindrer den i a reprodusere seg.
Pagéende vaksinasjonsforsek med kun
dette proteinet vil avdekke om det samme
kan oppnds via vaksinasjon.

I et nystartet NFR-prosjekt (2006—2008)
skal listen av kandidat-antigener utvides
og RNA-interferens brukes til & identifi-
sere de mest lovende vaksinekandidatene.

Significant reduction in salmon lice prevalence on salmon vaccinated with

concealed antigen from female louse

Infections with salmon louse (Lepeoph-
theirus salmonis) are probably the single
factor causing the largest economical loss
in the Norwegian aquaculture industry
today. Except for cleaner-wrasse, all the
current methods for controlling lice infec-
tions rely on chemical neurotoxins. Few
available types of drugs combined with
frequent use are factors that increase the
risk of resistance development. As resis-
tance problems are likely to appear in the
future, development of alternative strate-
gies (vaccine and/or new therapeutics) is
of great importance for the aquaculture
industry.

Currently there is one commercial avail-
able vaccine against ectoparasites (a cat-
tle tick vaccine). This vaccine is based on
a single concealed antigen from the tick.
Antibodies probably block the function of
this protein within the ticks when they eat
blood from vaccinated animals. Salmon
lice also feed on salmon blood and salmon
antibodies are detectable within the salm-
on louse (Figure 3.3.1).

We have recently conducted vaccina-
tion trials using concealed antigens puri-
fied from one of our laboratory strains of
salmon louse. Following experimental
challenge, vaccinated fish showed a sig-
nificant reduction in female lice preva-
lence (the number of fish with female lice)
and in the abundance (number of lice/fish)
clearly demonstrating that it is possible
to reduce the number of salmon louse by
vaccination (Figure 3.3.2). Further clini-
cal trials with these concealed antigens
are in progress. However, the antigens
may not work individually or may not be
possible to produce in an industrial scale.
Therefore, screening for additional vac-
cine antigen-candidates continues and for
highly complex organisms like the salmon

louse this is a difficult task. Detailed knowl-
edge about the salmon louse life cycle at the
molecular level is of fundamental impor-
tance in order to identify potential “vaccine
targets” within the louse.

Atthe Institute of Marine Research we have
sequenced 7000 ESTs (small tags of genes
that are active) representing approximate-
ly 2500 genes. By microarray analysis the
activity of all these genes can be studied
simultaneously. We have, in cooperation
with the Norwegian Microarray Consorti-
um, developed suchamicroarray forsalmon
louse and applied it in expression profiling
for all the 7000 ESTs during the post-molt-
ing maturation and egg production in adult
female salmon louse (Figure 3.3.3).

Salmon louse vaccine development will
include clinical testing of a range of can-
didate antigens. Even though functional
genomics is used to identify only the most
promising candidates, the list of candidates
will outnumber what is possible to evalu-
ate by vaccination trials in fish. We aim to
use systemic RNA interference in salmon
louse as an initial screening of vaccine
antigen-candidates. RNA interference is
a method that makes it possible to “knock
down” a selected gene (and only that) in
the entire salmon louse. This enables us
to observe the consequence of a potential
successful blocking of the protein the gene
encodes, without doing time-consuming
vaccination trials. By screening all vaccine
antigen-candidates with the high capacity
RNA interference method, only the candi-
dates that severely affect the louse if they
are blocked will be tested in clinical tri-
als. We have recently established systemic
RNA interference in adult salmon louse and
demonstrated the effect of knockingdown a
gene encoding one of the antigens from our
effective test vaccine (Figure 3.3.4).



