ma Veterinaerinstituttet Osl
g ————— National Veterinary Institute - - - s

Ullevalsveien 68
Postboks 750 Sentrum - 0106 Oslo
Sentralbord 23 21 60 00 - Faks 23 21 60 01

TIL: ANIMALIA V/ FAGDIREKTOR FJORFE KRISTIAN HOEL
FRA: OIVIND OINES, VETERINARINSTITUTTE
Deres ref.: Var ref.: Dato:
HOMIT AKK-PROS)EKT 20.01.2009

FREMDRIFTS-RAPPORT PA PROSJEKT HOMIVAK -JANUAR 2009
Novel approach to identify vaccine candidates in the poultry red
mite (Dermanyssus gallinae) and molecular investigations of mite
from Norwegian layer farm
Norsk tittel: En ny tilnzerming for identifikasjon av vaksinekandidater hos red
hensemidd Dermanyssus gallinae og molekylare undersgkelser av midd fra

norske verpehgnebesetninger.
Kort navn: HOMIVAK

Bakgrunn:

I juni 2008 gikk Animalia v/ Fagdirektor Kristian Hoel inn i en avtale med NVI
v/undertegnede om 4 sté for det industrielle bidraget ved et eventuelt innvilget KMB-
forskerprosjekt. I desember 2008 fikk Veterinarinstituttet beskjed at NFR hadde
innvilget sgknaden under FFL/JA (Forskningsavgift pa landbruksprodukter
Forskningsmidler over jordbruksavtalen). Projektet ble finansiert i henhold til
finansieringsplanen som ble sendt inn sammen med seknaden.

Etter avtale mellom Animalia og Veterin@rinstituttet, ble 217 ooo utbetalt i desember
2008 som et forskudd pa Animalia’s bidrag for 2009. De gjenstédende belepene som
Animalia forplikter seg til & bidra med, fordeler seg slikt: 2010: 353 000 nok og 2011:
346 000 nok.

Da det ble kjent at spknaden hadde blitt innvilget, begynte koordineringen av
prosjekt. Selv om seksjonsleder Tor Atle Mo er den offisielle prosjektleder, har @ivind
@ines stitt for den praktiske koordineringen si langt. I slutten av 2008 begynte
planleggingen av avtalene som skal pé plass tidlig 2009. Dette prosjektet er delvis
overlappende med et avsluttet internt prosjekt pd Veterinerinstituttet som
undertegnede har veert ansatt pa i en begrenset periode. Noe av arbeidene i 2008 kan
derfor tilskrives enten det interne prosjektet eller dette prosjektet (Hemivak).

Aktivitet i 2008: Litteratursgk har blitt gjennomfert i ulike databaser og tidsskrifter.
Relevante artikler til prosjektet har ogsé blitt samlet. Noe planleggingstid ble brukt i
forkant og under soknadsprosessen bla deltok undertegnede pd et
parasitt/henemidd mete i Newcastle, der de fleste av partnerne mottes og diskuterte
muligheten for en spknad. Undertegnede laget soknaden og sendte denne inn til NFR
i juni. I laboratoriet har vi startet med DNA-ekstraksjon av prover fra
proveinnsamlingen som Veterinerinstituttet har gjennomfert med hjelp ifra
Animalia. Vi har blitt provet ut ulike miter & ekstrahere ut DNA fra parasittene og vi
har etablert en metode som gjor at dette kan gjores pd mange individer relativt raskt.
Vi har forsekt med metoder beskrevet i artikler, og vi har prevet ut nye prosedyrer
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utviklet i vére laboratorier i tillegg til & bruke kommersielle metoder. De metodene
som har gitt best DNA utbytte fra flest enkeltindivider har blitt valgt for videre arbeid
med DNA. P& laboratoriet har noe av tiden blitt brukt p& & f& PCR metoder til &
fungere. Etter at finansieringen var pd plass, deltok ogsd undertegnede pa et DNA-
vaksine mote; DNA Vaccines 2008, “Advances in the Technology from the Bench to
Animal Health to Clinical Application” for i fa etablert kontakt med relevante
akterer innen DNA-vaksine feltet sa tidlig som mulig, et viktig ledd for & f4 cDELI-
eksperimentene til & bli mest mulig vellykkede.

Prosjektsammendrag HOMIVAK:

Dette prosjektet er skrevet som et utvidet post-doc prosjekt, og har som mél &
undersoke genetiske signaturer p& rod honsemidd fra et utvalg av norske
verpehenebesetninger. I tillegg til norske midd vil man inkludere prover fra andre
nordiske og europeiske land i analysene. Ved & analysere nye tilgjengelige genetiske
markerer, for eksempel sekvenser ifra Cytokrom oksidase 1 (CO1), hdper vi Afa
informasjon om spredningen til red hensemidd i mellom gérder, men ogsé om
spredning innenfor girdene.

I tillegg til dette vil man i prosjektet benytte seg av en nyutviklet metode for & finne
vaksineml mot denne parasitten. Nylig har en teknikk som kalles Expression Library
Immunization (ELI) blitt brukt som et seleksjons verktey for & identifisere
vaksinemal for ulike infeksjonsykdommer som finnes i mus, gris, laks og andre
organismer. Vi vil forsgke oss med denne tilnaermingen pa red hensemidd som
infiserer hener. En slik ELI-metodikk muliggjer undersgkning av alle proteiner som
er tilstede i et “hel-genom” cDNA bibliotek. Denne teknikken vil benytte seg av
inflammatorisk respons til plasmider som man har laget i cDNA biblioteket, hvor
disse cDNA sekvensene har blitt koblet til en eukaryotisk promotor (for eksempel en
CMV-promotor). Plasmidene vil deretter bli renset ut og injisert inn i en vert, hvor en
inflammatorisk respons mot de uttrykte middproteinene kan initieres. Ved 4 isolere
antistoffer (IgY) i eggeplommen ifra egg som disse inokulerte henene har lagt, kan
man gjennomfare in-vitro eksperimenter hvor midd vil bli foret med honeblod tilsatt
disse antistoffene. Etter to uker vil man kunne se om det har blitt noen
veksthemmende forandringer hos disse middene. Denne hemmende effekten pé
midd i forsekene kan da skyldes tilstedevarelse av effektive antigener i den originale
plasmidlesningen som man brukte for 4 lage antistoffene. Ved  stadig dele denne
samlingen av plasmider videre inn i undersamlinger, kan man gjere forsek med et
stadig mindre antall antigenkonstrukter, som muliggjer at man kan til slutt kan
identifisere disse antigene. I dette prosjektet vil man forsgke a gjennomfare
minimum fire nivier av disse eksperimentene. Om tiden strekker til vil man kunne
gjore enda flere eksperimenter som vil muliggjere uttesting av enda flere nivéer.
Disse forspkene vil gjore det mulig & dokumentere om det finnes antigener fra disse
middene som kan brukes for videre vaksineutvikling.

KMB-prosjektet gjennomferes ved Veterinzrinstituttet og med utvidet samarbeid til
forskermiljser i Sverige og Skottland.
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