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Kan forekomsten av antibakteriella proteiner i vissa blodceller anvindas
som indikatorer for mjolkkors motstandskraft mot mastit?

1. Bakgrund

Varje ar behandlas ca 20 % av mjolkkorna i Sverige av veterinir for mastit (1). Det &r klarlagt
att det finns en genetisk koppling mellan hog mjolkproduktion och mastit och att
motstindskraften mot mastit kan paverkas genom avel (2). Arftlig variation i immunforsvaret
har observerats mellan avelstjurar och kolinjer inom Holstein-rasen (3) och skillnader i
mastitforekomst kan ocksa ses mellan kor av de tva vanligaste svenska raserna SRB och SLB.
Redan 1984 introducerades ett system dér avelstjurar ges ett index for deras arftliga
motstandskraft mot mastit (mastitindex; MI). Detta index baseras pa information om antalet
veterindrbehandlade fall av mastit, mjolkens celltal och utslagning pa grund av mastit hos
tjurarnas dottrar (1). Om faktorer pa molekyldrniva skulle kunna anvindas for berdkning av
MI till avelstjurar och for utvirdering av mastitresistens pa koniva skulle detta innebéra att
viktiga biologiska mekanismer bakom infektionsresistens hos notkreatur upptéckts.
Granulocyterna #r de viktigaste forsvarscellerna med formaga att mediera kroppens priméra
forsvar mot infektioner. Dessa celler syntetiserar ett stort antal baktericida proteiner som finns
lagrade i granula i cellerna och anvinds for att doda mikroorganismer. Sma defekter i dessa
granulaproteiner kan leda till 6kad kénslighet for infektioner (4). Kunskapen om bovina
granulaproteiner och deras defekter dr ganska begrinsad. Det vanligaste av dessa proteiner &r
myeloperoxidas (MPO). Under tidigt 1990-tal isolerade och renade vi bovint MPO (5) samt
beskrev dess antibakteriella egenskaper och betydelse for mastit (5-12).

Projektets syften

1. Att optimera och validera metoder for analys av granulaproteiner fran granulocyter med 2-
DE och MALDI-ToF (se nedan) samt att kartldgga forekomsten av dessa proteiner hos
friska notkreatur.

2. Attidentifiera skillnader i granulocyternas proteinmonster mellan avelstjurar av mjolkras
med olika mastitindex.

3. Attidentifiera skillnader i granulocyternas proteinmonster mellan avelstjurar av mjolkras
(SRB och SLB).

4. Att identifiera och rena ett mindre antal protein som skiljer mellan grupperna i punkt 2

och 3 och att inleda studier for att ta fram metoder som gor det mojligt att ndrmre

undersoka forekomst och funktion av dessa proteiner.

Att paborja studier rorande den basala biokemiska strukturen hos vissa utvalda proteiner.

6. Att paborja studier for att genomfora partiell aminosyresekvensering av utvalda proteiner
vilket mojliggor kloning av gener som kodar for proteinerna.

e

2. Material och metoder

Granulocytgranula isolerades fran vita blodkroppar fran blodprov tagna fran friska avelstjurar.
Proteinerna extraherades och den komplexa proteinblandningen separerades och synliggjordes
med hjélp av 2-dimensionell gelelektrofores (2-DE) (18). Denna teknik anvinder isoelektrisk
fokusering (IEF) 1 kombination med natrium-dodecyl sulfat-polyacrylamid gelelektrofores
(SDS-PAGE) for sortering av proteiner 1 komplexa blandningar (13). Med hjélp av Matrix
Assisted Laser Desorption Ionisation Time of Flight Mass Spectrometry (MALDI-ToF-MS)
identifierades proteiner separerade pa 2-DE-geler (14-15). Med hjilp av 2-DE och MALDI-
ToF-MS insamlades basal biokemisk information om enstaka granulaproteiner. For att
jamfora uttryck av granulaproteiner hos olika avelstjurar anvindes speciell mjukvara for
bildanalys (Image Master —GE Health Care).
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Nir proteinerna identifierats togs aminosyrasekvensen fram (fran flera databaser pa WWW)
och matchades med de sekvenser som vi fétt fram och ddrigenom kunde insamlade proteiner
identifieras (metoder beskrivs i 16). Gelfiltrering och kromatografiska metoder etablerades
ocksa for att kunna isolera utvalda proteiner i relativt stora kvantiteter.

For jamforelser av tjurar med olika MI och av olika ras togs blodprov fran avelstjurar vid
Svensk Avel’s tjurstationer. Pa grund av de komplicerade och langdragna laboratoriemetoder
som var nddvindiga kunde vi bara ta emot prov fran tva djur per tillfille. Vid varje tillfdlle
valdes tva tjurar av samma ras men med olika MI vilka skulle skilja sa mycket som mojligt
(hogt MI = >110; lagt MI = <95). Fran borjan var avsikten att om mojligt analysera prover
fran ca 40 tjurar men pa grund av svarigheter att finna lampliga tjurar och komplikationer vid
provtagning mm kunde vi enbart analysera prover fran 24 tjurar (12 SLB, 12 SRB). Hilften
av tjurarna inom vardera ras hade hogt (MI=110-123) respektive lagt (MI=73-95) ML

3. Resultat och Diskussion

I detta projekt har vi anvint ett nytt angreppssitt for identifiering av molekyldra markorer
associerade med mastit genom att studera baktericida proteiner i bovina granulocyter. Dessa
undersokningar, gjorda med hjélp av 2-DE och MALDI-ToF MS, har resulterat i flera nya
fynd.

3. 1. Optimering av 2-DE och MALDI-ToF metoder for studier av granulocytgranula-
proteiner hos friska avelstjurar.

Granulaproteiner extraherade fran blodgranulocyter fran friska avelstjurar anvindes i denna
delstudie. Proteinerna synliggjordes pa 2-DE-geler (Figur 1) (for detaljerad metodbeskrivning
se 16) och identifierades med MALDI-ToF MS och MS/MS (Tabell 1). Vara studier innebér
mojligheten att studera en serie proteiner fran bovina granulocytgranula pa individniva.
Baserat pa studier hos andra diggdjur (ffa minniska) var forvéntningen att granula skulle
innehalla ett stort antal proteiner och peptider inblandade i antibakteriella forsvarsprocesser.
Visualisering av dessa proteiner i form av ett “fingeravtryck™ for varje djur for att jimfora
proteinuttrycket hos olika djur var dock inte mojligt tidigare.

Figur 1. 2-DE-gelbild av Fraktion I (A) and II (B) extraherade fran bovina granulocytgranula.
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Tabell 1A. Bovina granulaproteiner

identiferade med MALDI-ToF MS och

MS/MS 1 Fraktion I

Tabell 1B. Bovine granulaproteiner
identifierade med MALDI-ToF MS och

MS/MS 1 Fraktion 11

Protein Nr pl Mass Protein Nr pl Mass
on Da on Da
gel gel

Azurocidin 1 110  11.0 29772 | | Azurocidin 1 210 | 11.0 | 29772

preproprotein preproprotein

Cathelicidin 7 191 11.0 19064 | | Oligosaccharide- 308 | 11.0 | 21392

Cathelicidin 7 198  10.0 19064 | | binding prot.

Oligosaccharide- 180 9.90 21392 | | Cathelicidin 317 | 11.0 | 19064

binding protein Lactoferrin 67 8.80 | 77125

Cathelicidin 7 200 9.23 19064 Haptoglobin 180 | 7.00 | 45623

Cathelicidin 1 212 7.50 17931 Haptoglobin 183 | 7.60 | 45623

Cathelicidin 1 206 6.70 17931 | [ Haptoglobin 189 [8.80 | 45623

Cathelicidin 4 235  4.770 16697 Villin _ 7.80 | 62000

Cathelicidin 7 2313.70 19064 | ['Fiprinogen B chain | 143 | 8.50 | 49096

Haptoglob}n 169 7.00 45623 Fibrinogen B chain 144 | 8.40 | 49096

Haptoglobin 168 7.60 45623 Albumin 103 17.00 195000

Cathelicidin 1 141  6.70 17930

Cathelicidin 1 136 7.50 17931 || peatohock cognate 24 ) 630 156000

Protenase 3 130 88027961 | Riprinogen y chain |26 | 6.60 | 50839

Protenase 3 137 8.00 27961 Matrix 77 6.00 198000

gatlﬁeﬁc%g%n ;gg ggg iggg? metalloproteinase 9 '

athelicidin .
Integrin a chain 69 .00 12874 || SKkDaglucose 30 16.00 166000
oG . regulatory pr *

Fibrinogen  chain 61 8.20 49096 B-Actin Profilin 169 1510 144000

Fibrinogen f chain 59 7.90 49096 Cathelicidin 1 131 6. 50 116607

Lactoferrin 30 8.60 77129 - :

Lactoferrin (de 24 870 78034 | [B-Actindy 39 |7.00 | 32000

ferric) B-Actlp X Y 40 7.00 | 32000

Lactoferrin 40 880 77125 Cathel%C}d}n 1 255 7.20 | 17931

Fibrinogen Y chain 54 5.50 50839 Cathelicidin 1 251 7.50 | 17931

60 KDa Heat shock 43 540 61000 Cathelicidin 1 334 | 8.00 | 17931

protein Cathelicidin 1 340 |8.00 | 17931

Cathelicidin 1 444 1 8.00 | 17931
Haptoglobin 299 | 7.60 | 45623
Haptoglobin 300 | 7.50 | 45623
Haptoglobin 296 | 7.30 | 45623
Cathelicidin 1 329 | 7.30 | 16697
Cathelicidin 1 324 | 5.80 | 16697
Cathelicidin 1 348 | 4.80 | 16697
Cathelicidin 1 358 | 4.70 | 16697
Cathelicidin 4 325 |4.40 | 18036
Cathelicidin 2 327 | 4.30 | 17931
Cathelicidin 7 354 | 4.80 | 17931
BMAP 28 370 | 4.30 | 17931
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3. 2. Skillnader i granulaproteiner mellan avelstjurar med hogt respektive lagt MI.
Granulaproteiner forevisade som ett “fingeravtryck” for varje individ kan anvéndas for
jamforelse mellan avelstjurar av proteiner listade i Tabell 1 genom anvidndning av bildanalys.
Gelbilder av avelstjurar med olika MI (hogt/lagt) jamfordes och vissa skillnader i
proteinuttryck observerades. Av bildanalysmjukvaran identifierade skillnader har markerats
med “verified” vid sidan av aktuell proteinflidck (Figur 2). Identiteterna f6r de protein som
tenderade skilja mellan grupperna ges i Tabell 2. Ytterligare studier behovs for att konfirmera
funna skillnader.
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Figur 2. 2-DE-bild av proteinfraktion 2 (av 3) fran SRB-tjur med hogt (117) MI (A)
respektive SRB-tjur med lagt (85) MI (B). Skillnader i utryck har markerats med texten
“verified”1 gront.

Tabell 2. Proteiner av intresse for vidare studier av skillnader mellan avelstjurar med olika
mastitindex (MI)

Protein Kdinda effekter Vara nya fynd Undersokningar att
genomforas i framtida
projekt

Haptoglobin | Akutfasprotein, Vanligt forekommande och | Konfirmera skillnader i

mastitmarkor hog grad av uttryck, utvédrdera
polymorfism samband med mastit

Cathelicidin | Baktericid, Hogre diversitet inom Diversitet pa

immunmodulerande bovint C-gruppen 4n andra | molekylirniva,
diggdjur, differentierat konfirmering av skillnad
uttryck i uttryck

Laktoferrin | Baktericid Hogre molekylir diversitet | Diversitet bor
konfirmeras

b-OBP Baktericid Differentierat uttryck Konfirmera skillnader i

mellan djur med olika MI | uttryck

Azurocidin | Baktericid Differentierat uttryck Konfirmera skillnader i

mellan djur med olika MI | uttryck

BNL Baktericid Forekomst i bovina Biologisk signifikans for

granulocyter mastit

b-OBP = bovint oligonucleotidbindande protein; BNL = bovint neutrofil-lipocallin
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3. 3. Skillnader i granulaproteiner mellan avelstjurar av olika raser (SRB och SLB).
Hundratals proteiner aterfanns i granulocytgranula av vilka manga har baktericida egenskaper.
Uttrycket av dessa proteiner kan variera mellan individer vilket kan resultera 1 olika
kénslighet for bakteriella infektioner t ex i samband med bovin mastit. Gelbilder av
granulaproteiner fran individuella tjurar av de tva mjolkraserna jamfordes med varandra.
Figur 3 visar gelbilder fran en SRB-tjur och en SLB-tjur. Fran bilderna framgér en tydlig
likhet i de tva polypeptid-fingeravtrycken. Uttrycket av vissa polypeptider skiljde emellertid.
Inom detta projekt har vi ffa jamfort uttrycket av haptoglobin (Hp) mellan raserna. Data
visade en tendens till skillnad mellan raserna med storre méangd Hp i granulocytgranula fran
djur av SLB-ras jamfort med djur av SRB-ras (Figur 4). Orsakerna till denna skillnad &r inte
kinda men kan vara viktiga faktorer vid virdering av skillnader 1 inflammationsrespons
mellan individer i samband med mastit. Vi sag dock ingen skillnad i Hp-uttryck mellan tjurar
med hogt respektive lagt MI inom vardera ras. For att undersoka den biokemiska bakgrunden
till den observerade skillnaden mellan raserna maste nya studier goras for att undersoka om
det finns heterogeniteter av Hp-proteiner isolerade fran de tva raserna och om skillnaderna
beror pa post-translationella modifieringar eller pa grund av skillnader pa DNA-niva.

LA i e
3 LR . ! ] -
- ? @ -.. : & i =
| = """"--&l’ B BRRaE

L . s |

SRB SLB
Figur 3. Granulaextrakt fran bovina granulocyter fran en SRB-tjur och en SLB-tjur
preparerade under identiska forhéllanden (pI 3 — 11, MW 4 — 96 kDa).
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Figur 4. Uttryck av haptoglobin som % av den totala mdngden granulaprotein hos SRB- och
SLB-tjurar.
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3. 4. Studier av vissa aspekter pa den basala biokemiska strukturen av ett utvalt
granulaprotein: Polypeptidstruktur hos Hp fran bovina granulocyter.

Hp ir ett av de viktigaste akutfasproteinerna hos nétkreatur och Hp-koncentrationen okar
kraftigt i bade blod och mjolk vid akut klinisk mastit hos mjolkkor (17). Hp anses ffa
produceras i hepatocyter men uttryck av Hp mRNA har ocksa observerats i juvervidvnad och
vita blodkroppar fran friska djur. Var studie har for forsta gdngen visat att bovina granulocyter
isolerade fran perifert blod fran friska notkreatur innehaller rikliga méngder av Hp i granula.
Ursprunget till det Hp som observerats i samband med bovin mastit har tidigare inte varit helt
ként (16). Vara studier visar att bovint Hp fran granulocyter aterfinns som tva kluster pa 2-DE
gelen (Figur 5). Kluster 1 (nummer 29 och 31-34) bestar av fem proteinfldckar pa vardera ca
40 kDa och pl-virden fran 8 till 9,5. Kluster 2 bestar av fyra proteinflickar (nummer 55-58)
pa ca 20 kDa och pl-viarden mellan 6 och 8. Molekylvikter och pI-virden pa proteinflickar
identifierade som Hp var identiska hos alla undersokta tjurar. Mass-fingerprinting-spektra av
trypsinklyvningar fran de nio proteinflickarna i de tva klustren visade nistan identiska
fragmenteringsmonster hos peptiderna i varje kluster.
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Figur 5. 2-DE gel illustrerar tva kluster av Hp-polypeptider (16)

3. 5. Initiering av masspektrometriska studier rorande primdr struktur hos utvalda proteiner
Vi har anvint aminosyrasekvensdata for Hp erhallen med hjilp av masspektrometri for att fa
information om den basala polypeptidstrukturen hos bovint Hp. Genom att jamféra bovina
trypsinklyvda peptider fran bade litta och tunga subenheter med humant Hp kunde vi visa att
den litta kedjan hos bovint Hp dverensstimmer med den humana a-subenheten och att den
tunga kedjan hos bovint Hp 6verensstimmer med den humana -subenheten. Molekylir
heterogenitet hos humant Hp har studerats i detalj vilket visat pa tre huvudfenotyper vilka dr
genetiskt styrda av tva alleler Hp 1 och Hp 2. Hos ménniska ér -kedjan identisk i alla tre
fenotyperna medan a-kedjan visar polypeptidpolymorfism. Var studie dr den forsta som visar
att bovint granulocyt-Hp bestar av a- och B-kedjor som bestar av fyra respektive fem
polypeptid-subenheter. Ytterligare studier behovs for att bestimma olika fenotyper av bovint
Hp och allelstrukturen bakom bovint Hp-protein.

Tabell 3 visar bovina Hp trypsinklyvda peptider fran ldtta och tunga subenheter relativt
human Hp-peptid for att undersoka om bovina a- och B-subenheter forekommer som det gor
hos humant Hp. De fem proteinfldckarna pa ca 40 kDa och de fyra proteinflickarna pa ca 20
kDa identifierades som bovint Hp (NCBI accession number AAI09669) (Tabell 3). De
peptider som matchade tillsammans med de sekvensomraden (bade litta och tunga kedjor)
som undersoktes visas med fet stil 1 Tabell 3. Sekvenserna for de trypsinklyvda peptiderna
(atta peptider, totalt 108 aminosyror) hos den litta subenheten aterfanns i N-terminal delen i
6
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en region mellan aminosyrorna 32—155 av den 401 (s6kning tickte 26.9 %) aminosyror langa
sekvensen i NCBI Sequence Viewer (accession number AAI09669). Sekvenserna for de
trypsinklyvda peptiderna (14 peptides, totalt 159 aminosyror) hos den tunga subenheten
aterfanns i C-terminal delen i en region mellan aminosyrorna 165-395 (sokning tackte 39.7
%) av den 401 aminosyror langa bovina Hp-sekvensen (accession number AAI09669) (Tabell
3). Vid var sokning matchade den litta och tunga kedjan tillsammans 67 % av den bovina Hp-
sekvensen pa NCBI Sequence Viewer (accession number AAI09669). De tva serierna (litta
och tunga kedjor) av bovina trypsinklyvda Hp-peptider jamfordes ocksa med
aminosyrasekvensen for humant Hp (NCBI accession number NP_005134). Peptiderna fran
den bovina litta kedjan aterfanns mellan aminosyranummer 37 och 161 i N-terminal delen av
humant Hp. Peptiderna fran den bovina tunga kedjan aterfanns mellan aminosyranummer 171
och 399 i C-terminal delen av den 406 aminosyror langa humana Hp-sekvensen (Tabell 3).
Genom att jamfora bovina trypsinklyvda peptider fran bade den litta och den tunga
subenheten med humant Hp-protein kunde vi visa att den litta kedjan hos bovint Hp
overensstimde med den humana a-subenheten och att den tunga bovine Hp-kedjan
overensstimde med den humana [ -subenheten.

Tabell 3 Aminosyrasekvens hos bovint (B) och humant (H) Hp (accession nummer
AAI09669) respektive bovint Hp (NP_005134). Fetstil visar placering av de trypsinklyvda
peptider hos bovint Hp som undersoktes (16).

H 1 MSALGAVIALLLWGQLFAVDSGNDVTDIADDGCFEFPEIAHGYVEHSVREYQCENYYELRT 60
MSAL AV+ LLL GOL AV++G++ T D CPE PEIA+ +VE+SVRYQC YYEKL
B 1 MSALOQAVVTLLLCGQLLAVETGSEATA---DSCPFEAPEIANSHVEYSVRYQCDEYYELHA 57

H 61 EGDGVYTLNDEKQWINKAVGDELPECEADDGCPEFPEIAHGYVEHSVRYQCENYYELRTE 120
G+GVYT N+K QWINK +G +LPECE DD CP+PP+I +GYVE+ VRYQCK YY LRT
B 58 -GNGVYTFNNEEQWINEDIGQQLPECEEDDSCPEPPEIENGYVEYLVRYQUCEKPYYTLRTC 115

H 121 GDGVYTLNNEROWINKAVGDELPECEAVCGEPENPANPVQRILGGHLDAEGSFPWQAEMYV 180
GDGVYT H++EQWINE +G EKLPECEAVCGEPE+F + VQRI+GG LDAKGSFPWOAEMV
B lle GDGVYTFNSEEOWINENIGOELPECEAVCGEPEHPVDOQVQRIIGGSLDAKGEFPWQARMV 175

H 181 SHHNLTTGATLINEQWLLTTAKNLFLNHSENATAKDIAPTLTLYVGHKKQLVEIEKVVLHP 240
5 HNL +GATLINE+WLLTTAKNL+L HS + AKDI PTL LYVGK QLVE+EKVVLHP
B 176 SQHNLISGATLINERWLLTTAKNLYLGHSSDEKAKDITPTLRLYVGKNQLVEVEKVVLHP 235

H 241 NYSQVDIGLIKLKQKVSVNERVMPICLPSKDYAEVGRVGYVSGWERNANFKFTDHLEKYVM 300
++54VDIGLIKL+QKV VHN++VMPICLPSKDY +VGRVGYVSGWGRN NF FT+HLEKYVM
B 236 DHSEVDIGLIELEQEVPVNDEVMPICLPSEDYVEVGRVGYVSGWGRNENFNFTEHLEYVM 255

H 301 LPVADQDOCIRHYEGSTVPEKKTPESPVGVQPILNEHTFCAGMSEYQEDTCYGDAGSAFA 360
LEVADQD+C++HYEG P+ KT KESPVGVQPILNE+TFC G+S5KYQ+DTCYGDAGSAF
B 258 LPVADQDKCVEHYEGVDAPKNKTAKSPVGVQPILNENTFCVGLSKYQDDTCYGDAGSAFV 355

H 361 VHDLEEDTWYATGILSFDESCAVAEYGVYVEVISIQDWVOETIAEN 406
VHD E+DTWYA GILSFDESCAVAEYGVYVEVTSI DWV+KTIA N
Y EDBEDLYLW 3 A o FLE HVE, bW L o LYW R I

3. 6. Etablering av metoder for isolering och rening av utvalda proteiner i tillrickliga
mdngder for att initiera aminosyrasekvensering for att ligga grunden for insamling av
information rorande vilka gener som kodar for dessa proteiner.

Vi har i vart laboratorium etablerat metoder for att isolera och rena utvalda proteiner i
tillrdckliga méngder for att kunna gora partiell aminosyrasekvensering av proteinerna. Figur 6
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visar ett gelfiltreringskromatogram av proteiner isolerade fran pooler av granula fran flera
djur dir proteinerna separerats enligt storlek. Inom projektet har vi isolerat bovint neutrofilt
lipocallin (BNL), bovint eosinofilt peroxidas (b-EPO) och bovint Hp med hjélp av
gelfiltreringstekniker (5). Vi har ocksa genomfort de forsta stegen i jonutbyteskromatografi
for BNL och EPO. En Hp-innehallande pool har identifierats i gelfiltreringssteget vilken ska
renas genom ldmpliga procedurer for jonutbyteskromatografi. Vi har anvdant SDS-PAGE,
MALDI-ToF-MS, Western blotting och immunfirgning for identifiering av
gelfiltreringspooler innehallande ovan ndamnda proteiner. Immundetektionen gjordes med
hjilp av lampliga antikroppar. I framtida projekt bor studier genomforas for att rena dessa
proteiner ytterligare och for partiell sekvensering av peptiderna for att initiera studier for att
klona gener som kodar for dessa proteiner. Metoder for immundetektion av dessa proteiner i
samband med bovin mastit bor ocksa etableras.

Figur 6. Gelfiltreringskromatogram av bovina granulaproteiner ordnade efter storlek.
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