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Biomarkorer & Bioassays for veterinaermedisinsk
forskning og diagnostikk

Ledet av Maria K. Dahle

“shape the future of disease understanding and
preparedness”
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Transcript
biomarkers

Sykdomsbiomarkgrerovery
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Alle teamene er tverrfaglige og pa tvers av seksjoner pa Veterineerinstituttet

“We lie to bring together people from radically
different fields and wait for the friction to produce
heat, light and magic. Sometimes it takes a while.”
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Samarbeid med GILLMODEL (NFR)
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Hvorfor etablere in vitro cellemodeller?
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Fiskeforsgk Cellemodeller i laboratoriet

Created with BioRender.com
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Fordeler og utfordringer med 3
cellebaserte modellsystemer: -

+ erstatte/redusere behov for forskning pa levende fisk (3R)
+ Cellelinjer er enkle og rimelige a vedlikeholde i laboratoriet.
+ lette & standardisere (repeterbarhet og sammenligning

mellom laboratorier).

= Viktig a sikre at cellene er representative/sammenlignbare

knyttet til cellefunksjoner in vivo — ngye karakterisering
ngdvendig!

= For fisk er det begrenset med tilgang pa cellelinjer fra
relevante organer sammenlignet med landdyr/menneske



«FISK ER IKKE FISK»




«CELLER ER IKKE CELLER»
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@nskelig med panel av celletyper fra ulike organer og arter!



Hva kan vi undersgke i cellemodeller?

|dentifisere biomarkgrer for
vannkvalitet

Studere ulike celluleere
mekanismer/responser

Studere mottakelighet/respons
for patogener og effekt av
toksiner.




Gjelle — et komplekst organ med mange funksjoner

Gjelleepitel er direkte eksponert for vann og
representerer en viktig barrier for skadelige stoffer og
patogener.

En svekket barrier gker risiko for gjellesykdommer

Viktige gjellefunksjoner:

* oksygenopptak

* Metabolsk avfallsutskillelse waste excretion

* ioneregulering

* Immunfunksjoner

* Metabolisme av medikamenter og andre
miljgforurensninger i vannet.
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ASG10 -
En ny gjellecellelinje fra atlantisk laks

- Etablert pa Veterineerinstituttet i 2018
- Sannsynligvis av epitelopprinnelse
- Mottakelig for flere ulike virus

Growth of cells

e-cadherin desmosomes

cytokeratin

RESEARCH ARTICLE

Development and characterization of two cell
Made from fresh water lines from gills of Atlantic salmon
SmOlt, gl” eXp|ant Mona C. Gjessing' *, Maria Aamelfot', William N. Batts, Sylvie L. Benestad', Ole B. Dale',

Even Thoen®, Simon C. Weli', James R. Winton'

1 Norwegian Veterinary Institute, Oslo, Norway, 2 US Geological Survey Wester Fisheries Research
Center, Seattle, Washington, United States of America, 3 Norwegian University of Life Sciences, Oslo,

Gjessing MC, Aamelfot M, Batts WN, Benestad SL, Dale OB, Thoen E, et al. (2018) Development and characteri: Tway -
Atlantic salmon. PLoS ONE 13(2): €0191792. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0191792 meassng g
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Kan ASG10 benyttes for studier av gjelleepitelbiologi og som en
erstatning for forsgk med levende fisk (3R)?

« Detoksifiseringsegenskaper

« Barrierefunksjoner

» Fersk- og sjgvannstoleranse

« Miljgfaktorer / vannkvalitet

(f.eks. toksiner/medikamenter, O,/CO,,
ammonia, aluminium, smittestoffer,
mikroplast mm.)




Etablering og karakterisering av

cellelinje fra rognkjeksgjelle:

Lumpfish

Gill epithelial /
endothelial cell line
LG-1

"
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CYP1A activity
Virus susceptibility

Barrier formation
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Myhre Jensen et al (2020) Trends in de-lousing of Norwegian farmed salmon from
2000-2019—Consumption of medicines, salmon louse resistance and non-medicinal
control methods. PLoS ONE 15(10): €0240894. 16



total bruk av rensefisk i norsk akvakultur
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Arter rensefisk:
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Utfordringer:

* Nye fiskearter = nye sykdommer!

 Risiko for smittespredning mellom
arter

* Velferd rensefisk

!,i




Patogener funnet i rognkjeks:

Nodavirus

' IPNV

Totivirus

(CLuUTV)
Coronavirus (CLUCV)

VIRUS

Lumpfish flavivirus

‘o ) SR PARASITES
Scuticociliates \\&‘ ®
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Nuc/eospora cyc/opter//chthyobodo sp
Paramoeba and many more! /

perurans

N

Kilde:Toni Erkinharju et al, Cleaner fish in aquaculture:
review on diseases and vaccination, 2020
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le.vev ble tatt ut fra frisk oppdrettet rognkjeks.

Cellekulturer ble etablert i vekstflasker i
laboratoriet og passert >20 ganger.




TER/cm2

Cellekarakterisering:
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A. Lysmikroskopi B. Cellene farget med Calcein-AM for farging av
levende celler og visualisert ved fluorescensmikroskopi.

Elektronmikroskopi:




Figure 7: Cytoskeletal filament profile in the LG-1 cells. F-actin (A; phalloidin; red) and cytokeratin
(B; green) were stained and visualized by confocal microscopy. Scale bar = 50 pum.




Mottakelighet
for ulike
fiskevirus:

nodavirus

IHNV genogruppe M VHSV genogruppe Il




Rognkjeks cellemodell-
publikasjoner
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Optimalisering av transfeksjonsprotokoller for fiskeceller:

Control

Control

ASG10-celler
transfektert
med
plasmidvektor
med GFP-
markar (gragnn
fluorescens)




Sammendrag:

* Vi har etablert og karakterisert cellelinjer fra gjelle
hos laks og rognkjeks

* Cellene kan benyttes i funksjonelle studier av
gjelleepitelbiologi og av interaksjon mellom vert og
smittestoffer.

* Cellene kan benyttes som et diagnostisk verktay,
f.eks. for pavisning av virussykdommer.

e Kan erstatte eller redusere behov for forsgk med
levende fisk (3R)

—— . . . )
- Veterinaerinstituttet -
- |

- Norwegian Veterinary Institute




Videre arbeid:

Jobbe for & gke
kjennskapen til
cellemodellene og
fremme bruk av de.
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Takk for oppmerksomheten!
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