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Bakgrunn CMS - FoU utfordringer

Ukjent etiologi

Virus

Metabolsk syndrom

Autoimmunitet

Forste smitteforsgk: overferbar sykdom (Fritsvold et al. 2009)
Differensiell diagnostikk
- Overlappende patologi med HSMB and PD
Sykdomsovervakning
- Forbedre diagnostiske verktey (tidlig fase)
- Risiko faktorer (miljg, geno/fenotype)
Na: kausalt virus identifisert (PMCV) (Haugland et al., 2011)
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Ukjent sykdomsfaktor

Fenotypiske responser: Molekylceere responser:
-Kliniske tegn -Gener requleres (av/pa)
-Patologi, vevsskade -Proteiner/enzymer reguleres
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Funksjon:
-Immunforsvaret
-Komplement

respons <>

-IFN reseptor

MEKANISMER

Molekylceere responser - Microarray/RT-qPCR:

-Hvilke gener er regulert?

-Hvordan er de regulert?
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Smitteforsok:

Pilotforsgk (NIVA Solbergstrand, 2008):
-Villaks Numedalslagen, 50-100 gr

-Ulike smittestoff , injeksjon/kohabitasjon
-Tidsuttak, organer etc

Hoved-smitteforsgk (VESO Vikan, 2009):
-Std uvaksinert post-smolt, 50 gr
-Celle-inokulat, ip-injeksjon

-Uttak alle vev, 8 tidspunkt

Kasus-kontroll forsgk (2008-11):
-Prgver fra CMS utbrudd og ktrl anlegg
-Felt-korrelat for resultater fra smitteforsgk

Fisk fra Aqua Gens avlskjerne




Pilot smitteforsgk

Histopatologi- NVI/NVH:
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Legend:

Group 1: infected by
CMS positive heart
homogenate

Group 2: co-hatitated
with Group 1

Group 3: infected by
CMS positive cell
culture

Group 4: co-hatitated
with Group 3

Group 5: injected with
saline (control)
Group 6: co-hatitated
with Group 5
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Het Hb

m s > » CMS fisk utvikler anemi (redusert Hct/Hb)
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Hoved-smitteforsgk

Fish: Unvaccinated Atlantic salmon smolt, aver size 50 gr (VESO Vikan)

g .

Group 1 = et

v

Control groups:

Injected with control inoculate “\w

Group 2 =T i

v

v

Group 3 G VRN o

Test groups:

Injected with CMS

inoculate (infected cell \‘ \
culture)

v

Group 4 . — D

ﬂNofima

marin



Histopatologi — hjertevev*:
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Legend:

Groupland 2:
Injected with control
inoculum

Group 3 and 4:
Infected with PMCV

A: Atrium
E: Epicardium
S: Spongiosum

Histopath. score:
] lNo lesion
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1 Tissue missing
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Mengde PMCYV virus (RNA) i hjerte over tid (qPCR)*
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time point

« Viruset formerer seg kraftigst i tidlig fase (fra uke 2-4)
« Plata-fase sammenfaller med histopatologi-topp
« Verten kvitter seg med virus fra uke 10-12
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Korrelasjon hjerte histopatologi og virus-mengde
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Histopathology score

« Grad av hjerteskade bestemmes av mengde virus
(cytopatiske effekter)
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Mengde virus i ulike organer, tidlig og sen fase*

Ct-value

*utfort av
PHARMAQ

« Viruset finnes i alle organer

* Dominerer i hjerte, nyre og milt

« Patologiiandre vev enn hjerte?

 Tidlig pavisning i blod — utg pkt for diagnostikk/overvakning
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Immunologiske responser i hjerte (microarray)

(a) Antiviral and IFN response (b) Complement response
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CMS sykdoms-profil: Mekanismer

Antiviral /IFN-respons

Komplement-respons

Ag-presentasjon/
B celle-respons

T celle-respons

Histopatologi

Virus

AN

2wpi 4wpi 6wpi  8wpi gwpi 10wpi
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CMS sykdoms-profil: Markerer

N
Antiviral /IFN-respons S~
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Etablert basis profil for sykdomsstadier

Gen-profiler = sykdomsmarkerer

Tidlig (viremi, antiviral) Midt (komplement)

Gen X-Y 1| Gen X-Y 1|,
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number of fish

: : Q 3 : istopath. score:
Fisk responderer ulikt pa infeksjon: oo
o= No lesion
=]
- Severe lesi
[ Tissue missin g
PMCY infected fish control fish
& <
Q Q
& = &
=
v qs w
— B p—
= g =
o - o
2 4 6 8 10 2 4 6 8 10
sampling time point (wpi) sampling time point (wpi)

» Betydelig andel fisk utvikler ikke hjerteskade
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Resistens (immunologi) eller adferdsstrategi? —_
=]
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Low Responders (LR)
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Ulik mengde virus i HR vs LR?

Ct value of viral transcripts
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e Like nivaer inntil uke 6

» Redusert virus-infeksjon assosiert med mangel pa

hjerteskade (evnt recovery)
* Underliggende mekanismer?
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Verts-responser 1 HR vs LR:

HR

LR

2 wpi

4 Wpi

6 wpl

10 wpi

6 GO: 55001: muscle cell development

7 GO: 51056: regulation of small
GTPase mediated signal transduction

6 GO: 35023: regulation of Rho
protein signal transduction

5 GO: 14866: skeletal myofibril
assembly

5 GO: 30239: myofibril assembly

5 GO: 31032: actomyosin structure
organization

5 GO: 10927: cellular component

assembly involved in morphogenesis

57 GOs significant:

5 GO: 14866: skeletal myofibril
assembly

6 GO: 55002: striated muscle cell
development

3 GO: 48739: cardiac muscle fiber
development

3 GO: 30241: skeletal muscle myosin
thick filament assembly

3 GO: 30240: skeletal muscle thin
filament assembly

52 more ...
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61 GOs significant:

5GO: 14866: skeletal myofibril
assembly

3 GO: 48739: cardiac muscle fiber
development

3 GO: 30241: skeletal muscle myosin
thick filament assembly

3 GO: 30240: skeletal muscle thin
filament assembly

3 GO: 71688: striated muscle myosin
thick filament assembly

5 GO: 30239: myofibril assembly

3 GO: 7076: mitotic chromosome
condensation

5 GO: 31032: actomyosin structure
organization

53 more...
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*GO enrichment (funksjonelle gen-klasser)
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Verts-responser i HR vs LR:

Immun-responser OPP Immun-responser OPP
Hjertemuskulatur NED T celle-respons

\ /\

8wpi /| 10 wpi

BENE

2 wpi 4 wpi

HR

Celle-mediert
immun respons:
-Reduserer virus
-Forsterker patologi

€ 10 T ASojoyredolstiy

6 GO: 55001: muscle cell devel

GTPase mediated
protein signal

AL/

\ /

Immun-responser OPP Ingen immun-respons
Hjertemuskulatur NED

LR
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Betydning for industrien?

Basis profil - sykdomsmarkerer
Evaluere effekter av sykdomsbegrensende tiltak
- Vaksinering
- Genetikk
- Ernceering
- Miljo
Overvakning
- Rutineprever fra blod
- Diagnostikk, sykdomsfase
- Virus vs infeksjon - er fisken virkelig syk?
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Anvendelser

Analyse av sykdomsstatus i familiemateriale
- Avlskjerne fra felt med CMS (Aqua Gen)
- Histopat + virus (ufert), sykdomsmarkerer (pagar)

Evaluering av funksjonelle for pa CMS

- Diett/smitteforsek i regi av EWOS (start april 2011)
- Histopat, virus, sykdomsmarkerer/mekanismer

marin



Takk for oppmerksomhetenl



