Studier av in vitro ekspresjon av virusproteiner hos PMCV




Kardiomyopatisyndrom - CMS - “Hjertesprekk”

e CMS gir en alvorlig kronisk betennelse i hjertet hos laks

* Fgrst diagnostisert i Norge i 1985
- Sykdommen senere ogsa pavist i Skottland og pa Faerayene
- Mistenkte tilfeller er ogsa rapportert fra Canada

e Langs hele kysten

® Registrerte utbrudd (Fiskehelserapporten)
- 892012 Py
- 7412011 e
- 532010 .
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e Sykdommen er ikke meldepliktig/listefart verken i Norge
eller i Verdens dyrehelseorganisasjon OIE - cuscvd

- Dermed vanskelig a fastsla samlet tap pga CMS
- Estimater ligger pa 50-200 millioner NOK per ar




Bakgrunn CMS

e Rammer typisk stor og slaktemoden fisk (dvs i
siste del av sjovannsfasen)

- De skonomiske tapene kan derfor vaere
betydelige

e Dgdeligheten er vanligvis moderat, men kan vaere
forhgyet i lengre perioder :

e Obduksjonsfunn ved CMS:
- Relatert til sirkulasjons-forstyrrelser
- Et svekket hjerte klarer ikke a gj@re jobben sin.

e Klassiske funn:
- Forstgrret atrium/sinus venosus
- Sirkulasjonssvikt

- Ruptur av veggen i hjertets forkammer/blod i
hjertesekken




Histologiske forandringer
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¢ Klassiske forandringer ved CMS:

- Degenerasjon og nekrose av hjertemuskulatur og infiltrasjon av
betennelsesceller (lymfocytter og makrofager)

¢ | forkammer og den indre spongigse del av hjertekammeret
- Vanligvis ikke forandringer hjertekammerets ytre kompakte muskellag




Identifisering av Piscint Myokardittvirus - PMCV
-kausalt agens for CMS
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Utgangspunkt i supernatant fra infisert celle-kultur
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Random primer PCR amplifisering
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Et virus uten naere “slektninger”

BlastX

Sequences producing significant alignments: (Bits) Value

ref NP 620070.1| gag-pol fusion protein [Giardia lamblia virus] 49.7 le-04 -G|ard|a Iamb“a V|rus
gb|AAB01579.1| gag-pol fusion protein [Giardia lamblia virus] 49.7 le-04 . . L.
gb|AAM77694.1| gag-pol quJ:.OI’l protej:_n [GJ:.ardJ:_a lamklalia'virus] 49.7 le-04 _Botryotlna fUCkeIIana tOtIVIfUS
gb|ABB36743.1| gag-pol fusion protein [Giardia canis virus] 49.7 le-04

ref|YP 001109580.1| RNA-dependent RNA polymerase [Botryotinia... 40.8 0.050 _ 1 1 1
ref|YP 122352.1| putative RNA dependent RNA polymerase [Magna... 39.3 0.15 SphaerOpSIS Saplnea RNA Vlrus 1
gb|ABX79995.1| putative RNA-dependent RNA polymerase [Aspergi... 38.5 0.25 _ 1 1 H

ref |[NP 047558.1] RNA dependent RNA polymerase [Sphaeropsis sa... 38.1 0.33 LeIShmanIa RNA Vlrus

ref|YP 001649206.1| RNA-dependent RNA polymerase [Magnaporthe... 37.4 0.56 . .

ref |NP 041191.1| RNA dependent RNA polymerase [Leishmania RNA... 35.8 1.6 'BIaCk raspberry Cryptlc VlrUS
ref|YP 094312.1] hypothetical protein 1pg0258 [Legionella pne... 35.0 2.8

ref|YP 001249676.1| hypothetical protein LPC 0335 [Legionella... 34.7 3.6

e Gav svaert svake treff mot heller «rare» virus
- Kun BLAST-treff i Polymerase-delen av genomet (RdRp)
- Ellers sveaert ulikt alle andre kjente virus

e Hva er «totivirus»??

- Som utgangspunkt er dette virus som persistent infiserer sopp og
protozoer

e Hva gjor PMCV i denne familien??




Fylogenetisk analyse av PMCV viser slektskap med
Giardiavirus (GLV) i familien Totiviridae
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Nye Totiviridae-lignende virus!
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Totiviridae - ekspanderende familie av dsRNA virus

* «Nye» og mer komplekse Totiviridae-lignende
virus er oppdaget

Penaeid shrimp infectious myonecrosis virus
(IMNV) - Poulos et al. 2006

- Armigeres subalbatus totivirus - AsTV (Mosquito) -
Zhai et al. 2010
- Drosophila melanogaster totivirus - DTV T
(Bananflue) - Wu et al. 2010
- Omono river virus - OMRV (Culex - Mosquito) i
e Piscine myocarditis virus (PMCV) —_—

e Forskjell i genomstruktur mellom PMCV og de «nye»
Artivirus

Translated as a fusion protein due
to -1 ribosomal frameshifting

Alle fra artropoder:
Foreslatt nytt genus: Artivirus
- Avledet fra Arthropod totivirus

Det farste Totivirdae som
infiserer et virveldyr
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Eksperimentelle smitteforsek viser at PMCV smitter horisontalt

Histoscore

Histoscore Viral load by gRT-PCR
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Number of PHCV isolates sequenced:

Sekvensvariasjon i isolater av piscint
myokarditt virus (PMCV) langs norskekysten
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Liten variasjon i de norske virusisolatene

e Virusstammer fra totalt 36
forskjellige lokaliteter spredt
geografisk ble sekvensert

e Resultatene viste at norske PMCV
stammer viser lite variasjon.

e Nyttig for diagnostiske metoder

- Universelle primere for
deteksjon av PMCV kan brukes

- Bra for vaksineutvikling
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Viktig for diagnostikk!




Horisontal overfaring viktigst for CMS-smitte

e Fylogenetisk analyse viste geografisk “clustering” av
virusstammer

- horisontal smitteveg i sj@ ser ut til a vaere viktig for spredning av
CMS

e Kunne ikke pavise sammenheng mellom nart beslektede
virusisolater og opprinnelsen av egg (stamfisk), smoltprodusenter,
forprodusenter og oppdrettsselskaper

e Er spesielle varianter av viruset mer patogene enn andre?

- Vanskelig a skaffe gode data basert pa dgdelighetstall for anlegg
- Trenger eksperimentelle studier under kontrollerte forhold

Ta i bruk revers genetikk som verktgy




Revers genetikk - kopi av virusets genom klonet inn i
en ekspresjonsvektor (plasmid)

e For produksjon av rekombinant virus
e Flere fordeler

- Kan lage virus fra definerte sekvenser,
med muligheter for manipulering

- Omga problemet med dyrking

e Erfaring - ustabilt?
- Sekvensen er muligens ikke helt stabil
- Viktig a sjekke regelmessig

- Har veert utfordrende bade a lage og
jobbe med

T7 promoter
For in vitro T7 transcription

CMV promoter
for expression of
transgenes in mammalian
cells

Translated as a fusion protein due
to -1 ribosomal frameshifting
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Replication of rPMCV
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Transfeksjon av CHH-1 celler . -
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Days post transfection

PMCV i vektor

* Forskjeller - men usikker pa betydning
- Ikke CPE ved passering




Transfecting CHH-1 cells

-gqPCR data
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Polyclonal antibodies against recombinant proteins
-produced by PHARMAQ
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Figure 24: Staining of connective tissue in negative control section (AORF-1, 1:500).




