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Projektmal

Projektets mal var att utveckla ett enkelt, hallbart, tillforlitligt och for lekman
lattanvédnt diagnostisk test for att 1 fdlt snabbt kunna avgdra om ett
inflammatoriskt tillstand foreligger hos hist.  Testet skulle baseras pa
bestimning av plasmaproteinet SAA, serum amyloid A (Equus callabus) med
anvindande av specifika antikroppar riktade mot detta protein.

Resultat

Olika testsystem for analys av serum amyloid A, SAA, fran hist, baserade pa
immunkemiska reaktioner, har utvecklats. SAA-proteinet aterfinns i tre
isoformer och kan dven variera nagot mellan olika histraser. Dock skall
utvecklade test kunna fungera for samtliga dessa da de baseras pa en
blandning av antikroppar riktade mot olika hdstSAA, vilka framstéllts med
rekombinant teknik, samt mot syntetiskt framstillda SAA fragment
gemensamma for samtliga raser.

Tva av de beskrivna testsystemen r tinkta att provas under varen-sommaren
2009 av olika malgrupper (travtrianare, veterindrer, m.fl.) samt standardiseras
mot existerande SAA-analyser. Dérefter skall testen fa sin slutliga utformning
med malet att de skall kunna lanseras pa marknaden under senare delen av
20009.

For framtida produktion av anti-hdstSAA som erfordras 1 testsystemen har en
storre pol av DNA for rekombinanta former av histSAA tagits fram och finns
lagrade. Vidare kommer ett foretag att stdlla upp med erforderlig
antikroppsframstéllning och diskussioner pagar med ytterligare ett for
produktion av sensorenhet och marknadsforing.




BAKGRUND
Serum amyloid A och inflammationsstatus hos hdst

Serum amyloid A &r ett HDL(High density lipoprotein)-bundet sk akut fasprotein,
som okar markant i samband med inflammation hos de flesta ddggdjur och vars
bildning, framfor allt i levern, okar efter stimulering med interleukin 1 och 6 samt
tumornekrosfaktor alfa (1-3).

Hos hist, Equus callabus, uppvisar ett nyfott friskt fol relativt hoga plasmanivaer av
SAA under den forsta levnadsveckan. Halten sjunker dock successivt och ett ettarigt
fol uppvisar en plasmaniva som 6verensstimmer med en kliniskt frisk adult hists pa
<15 pug/mL. Likasa uppvisar ett friskt sto i samband med partum férhdjd SAA niva
med en topp omkring tredje dagen for att sedan ha aterfatt ett normalvirde ca en
manad post partum.

Vid viralt eller bakteriellt orsakad inflammation eller experimentellt inducerad
aseptisk inflammation hos hést okar plasmakoncentrationen av SAA fran 40 upp till
200 ganger inom nagra timmar och nar en maximal titer vanligen mellan 24 och 48
timmar efter stimulusinitiering (4-5). SAA &r dirmed det mest dominerande akuta
fasproteinet hos hést. Plasma clearance dr dock hog for SAA och dess halt sjunker 1
takt med att inflammationen forsvinner. Efter en operation &r nivan nere pa normal
niva efter ca en vecka. I vissa fall kan dock ett bifasiskt monster uppvisas med topp
dven pa 4:e till 5:e dagen (6). Dessa karakteristika gor att SAA 4r en utmérkt markor
for inflammationens aktivitet.

SAA analys kan saledes nyttjas for diagnostik av inflammation hos hist. Utdver detta,
kan SAA halten spegla hur allvarlig inflammationen 4r och darmed d@ven prognosen.
Inflammation 1 skelett-muskelsystemet, 1 lufvégarna, 1 gastrointestinala systemet och 1
reproduktionsorganen atfoljs alla av starkt forhojda SAA-nivaer (4, 7-11). Vidare
kan forutom leverceller d@ven celler i leder och i mjolkkortlar utsondra SAA vid
inflammation, vilket kan nyttjas for diagnostik, prognos och behandling (12-13).

Analys av SAA gors idag pa specifika laboratorier och av utbildad personal, vilket
gor att ett SAA svar kan droja mellan 1-3 dagar. Av ovanstaende framgar att det
skulle vara mycket virdefullt om ett SAA svar kunde erhallas en kort stund efter
provtagningen. Vidare skulle det vara virdefullt om dven icke laboratoriepersonal
skulle kunna utfora testet och dessutom 1 filt — av ex. en veterindr, en travtrianare eller
stuteridgare.

I foreliggande projekt har rekombinant SAA framstillts for produktion av specifika
antikroppar, anti-SAA, for utveckling av snabbtest for ovanstaende nimnda behov.
Framstillda antikroppar ér polyklonala och riktade mot olika delar av SAA-proteinet
men dven mot olika varianter av SAA hos hist. Ett antal enkla testsystem, som
beskrivs nedan, har utvecklats. Tva alternativt tre av dessa kommer att testas i en
forsta provomgang av malgrupper under kommande var/sommar, for att kunna
utvecklas till slutlig produkt.



Serum amyloid A hos hdst

SAA ir ett litet (110 aa) HDL-bundet protein, vars exakta roll 4r relativt okdnd. Da
den Okar i samband med inflammation fyller den sannolikt en funktion i
immunforsvaret, troligen via den G-proteinkopplade receptorn FPRL1. Den synes
dven framja frisittandet av kolesterol fran vivnadsceller och dverforing av
kolesterolet som kolesterolester till HDL.

SSA-cDNA fran histlever har molekylirt klonats och sekvensbestamts (14). Nyare
sekvenseringar visar att cDNA och ddrmed aminosyrasekvensen kan skilja i nagra
positioner mellan olika sidoformer och histraser (15), figur 1.

Open reading frame utgors av 387 nukleotider och kodar for en SSA prekursor pa 128
aminosyror, figur 1. De 18 N-terminala aminosyrorna utgor signalsekvensen, som ej
aterfinns i utsondrat protein.

P1 P18 1 11 21

MKLFTGLVFCSLVLGASG LLSFLGEAAR GTWDMLRAYN DMREANYIGA
31 41 51 61

DKYFHARGNY DAAKRGPGGA WAAKVISDAR ENVQRFTDRF
71 81 91 101

SFGGSGRGAE DSRADQAANE WGRSGKDPNH FRPHGLPDKY

Figur 1. Aminosyrasekvensen av prekursor SAA fran hist. P1-P18 utgor signalsekvensen och
aterfinns ej i funktionellt plasmaprotein. Aminosyra 16, 44,59 och 63 kan variera mellan olika
isoformer och histraser.

Enligt figur 1 finner man hog andel hydrofoba aminosyror i proteinets N-terminala
del, vilken visat sig vara den del av proteinet som binder till HDL:s lipidholje. Dessa
medfor dven aggregatbildning av fritt SAA (16-17). I proteinets C-terminala del
aterfinns ddaremot hog andel laddade och hydrofila aminosyror samtidigt som prolin
forekommer med jamna mellanrum. Denna del av proteinet saknar dirfor
helixstruktur, figur 2, och &r troligen exponerad mot omgivande vattenlosning.
Aminosyrorna 85-92 dr unika for hist-SSA da de saknas i 6vriga ddggdjurs SAA.
Dessa aminosyror bildar en peptidogla med sk extended strands i proteinet, figur 2.
Tredimensionell struktur dr ej bestimd for proteinet.

LLSFLGEAARGTWDMLRAYNDMREANYIGADKYFHARGNYDAAKRGPGGAWAAKVISDARENVQREFE
hhhhhhhhhhhhhhcee hhhh hhhh hhhhhhhhhhhhhhhh

TDRFSFGGSGRGA EDSRADQAANEWGRSGKDPNHEFRPHGLPDKY
ee hhhhhhhhhhhhh ee eeee

Figur 2. Tinkbar sekundir struktur hos hést SAA baserad pa aminosyrasekvensen. c: random coil; h:
helix, e: strand .



Strategi for utveckling av test for analys av SAA i hdstplasma

Da antikroppsbaserade analyser uppvisar hog specificitet, stor kénslighet och kan
goras enkla, dvs utan mera komplicerad mitutrustning, valdes immunkemisk
analysteknik for utveckling av testet.

For att kunna producera antikroppar for diagnostik av SSA-halten i héstblod krévs
som antigen ett SAA helt fritt fran andra histplasmaproteiner och -komponenter.
Sadant SAA kan erhéllas genom rekombinant DNA teknik och expression i
exempelvis bakterier samt genom syntes enligt Merrifield av SAA-peptider.
Strategin var sdledes att framstélla rekombinant hdstSAA men dven specifika
SAApeptidsekvenser, vilka sedan skulle nyttjas som antigen for framstéllning av
polyklonala antiSAA.

Malet for testen var att de skulle kunna nyttjas i filt av icke laborativt utbildade
personer men samtidigt ge mycket tillforlitliga resultat. Ett antal sadana testsystem,
baserade pa immunkemisk teknik, finns idag pd marknaden for analys av bl.a.
proteiner. I foreliggande projekt provas nigra av dessa samtidigt som dven nya ideer
till testsystem utvecklas.

Da SAA i histplasman forekommer bl.a. bundet till HDL skall provet utgoras av
helblod/plasma. Endast sma méngder blod erfordras. Dock rekommenderar veterinér
att venost blod fran vena jugularis till EDTA ror tas for analysen.

MATERIAL OCH METODER

Upprening av SAA fran hdistblod for antikroppsframtagning och som referens

SAA upprenades enligt Hultén et al., 1997 fran histblod (erhéllet genom Lena
Soderberg, ATG Histklinik, Kalmartravet, Kalmar) fran histar som uppvisat
inflammatoriskt tillstand. Upprenat SAA nyttjades for framstidllning av polyklonala
anti-SAA fran kanin.

Framstdllning av rekombinanta former av SAA (r-SAA)

cDNA f{or bildning av rekombinanta former av nativt och modifierat hastSAA
framstédlldes genom att successivt addera och med PCR forldnga specialdesignade
DNA-sekvenser. DNA-sekvenserna bestilldes fran TAG (Copenhagen, Dk) och
syntetiserat cDNA sekvenserades av MWG (Martinsried, Tyskland).

Korrekta sekvenser inserterades i pET32a+ (Novagen) och uttrycktes i IPTG
stimulerad Bi21trx (E. coli) (Novagen) vid 25 °C under 6-8 timmar.

Uttryckta proteiner upprenades med affinitetskromatografi i de fall de hade en HIS-
tag i N-terminal del alternativt med konventionell kromatografi (jonbytare foljd av
HIC och gelfiltrering) for nativt SAA. Upprenat protein analyserades med SDS-
PAGE och Western blot.

Framstilining av peptidsekvenser av SAA
C-terminal sekvens av SAA liksom den for hdstSAA specifika loopen framstilldes
med konventionell peptidsyntes enligt Merrifield.



Produktion av anti-eSAA och anti-reSAA

Upprenat SAA fran histplasma (e-SAA1 och eSAA2) injicerades tillsammans med
Freunds complete adjuvant for framstéllning av polyklonala antikroppar. Dessa, anti-
eSAAT1 och anti-eSAA2, nyttjades for ELISA och WB analys av rekombinant SAA.
Antikroppar mot rekombinant SAA, anti-reSAA3 och anti-reSAA4 respektive mot
eSAA-peptid, anti-reSAAS-loop, framstilldes pa motsvarande sitt och nyttjades for
utveckling av testsystem. For ndrvarande och framledes producerar Innovagen AB
antikropparna.

Utveckling av testsystem
For nedan beskrivna testsystem nyttjades dels upprenat SAA fran histblod men dven
histplasma.

ELISA

Elisa-kit 1 form av sandwichELISA utformades genom att vid pH 9,5 coata high
adsorbing ELISA-brunnar med anti-C-terminal SAA, blockera med BSA, binda SAA
(hastplasma) och direfter tillsdtta nédsta anti-SAA (ex. anti-reSAA4 ) till vilken en
anti-rabbit-IgG-HRP tillsattes. Efter tillsats av viteperoxid och ABTS (2,2'-azino-bis
[3-ethylbenziazoline-6-sulfonic acid) mittes absorbansen vid 510nm.

Dot-blot analys

Anti-SAA applicerades pa utstansat nitrocellulosamembran placerat i en brunn i en
odlingsplatta. Efter intorkning adderades en 16sning med BSA (Bovint serum
albumin) som blockerade proteinbindande sites. Dérefter tillsattes enzymmérkt anti-
SAA. Efter 5 minuter avldgsnades Overskottet av antikroppar och en Kkort tvitt
genomfordes varefter tillsats av substrat for bildning av fidrgad produkt gjordes.
Bildad produkt kan analyseras med blotta 6gat.

Immunkromatografiska test — sk strips

Remsor av Whatman cellulosa papper behandlades med 0,1M natriummetaperjodat
under en timme, varefter papperet torkades efter att ha tvittats noggrant i destvatten.
Diérefter doppades papperet i en antikroppslosning (1pg anti-C-terminalSAA/mL 0,1
karbonatbuffert, pH 9,5) och inkuberades under 1 timme. Efter noggrann tvitt i PBS
torkades remsan. Remsan doppades sedan i SAA-prov é&ven innehallande
glukosoxidas samt SAA-C-terminal-HRP. Efter 10 minuter doppades remsan i en
framkallningslosning innehéllande glukos och ett kromogen, ex. 4-klor-1-naftol.

Turbidometrisk analys
SAA 1 koncentrationsintervallet 5 — 200 pug/mL titrerades med polyklonal anti-reSAA
31 PBS och bildade komplex analyserades vid 610 nm samt i turbidometer.

Turbiodmetrisk analys med fdrgade antikroppar

Ett testsystem som nyttjar antikroppar uppbundna till en firgad polymer nyttjades for
att skapa agglutination. SAA-proteinet utgdr bryggan och aggregaten kan dven ses
med blotta ogat.

Agglutinationstest med kulformad polymer




Kulformad kolhydratpolymer aktiverades med CNBr (50mg/g gel) vid pH 11,0,
varefter antikroppar immobiliserades pa kulorna i 0,1M NaCOs-buffert, pH 8,1.

RESULTAT OCH DISKUSSION

Upprening av SAA fran héstplasma och framstdillning av polyklonala anti-SAA

SAA upprenades enligt Hultén et al., 1997 med vissa modifieringar och nyttjades
dérefter for framstéllning av polyklonalt serum fran kanin. Bildade antikroppar kunde
dock ej nyttjas for diagnostik av SAA di framtaget SAA inkluderade andra
plasmaproteiner, mot vilka antikroppar ocksa kunde ha bildats. Diaremot kunde anti-
SAA fungera vil for analys av rekombinant framstéllt SAA.

Framtagning av rekombinanta former av eSAA

For framstillning av rekombinant protein utgar man vanligen fran de celler som
normalt producerar proteinet. I foreliggande fall skulle enligt ansdkan héstlever ha
nyttjats for framtagning av totalRNA med pa foljande cDNA syntes. Dock visade det
sig vara svart att fa tillgang till histlever. Darfor och med kdnnedom om cDNA
sekvensen for hdastSAA designades ett antal nukelotidsekvenser for syntes av cDNA
SAA. Detta sitt att producera cDNA for onskade SAA former visade sig mycket
lyckat och samtliga cDNA hade korrekt sekvens.

Da nativt liksom rekombinant SAA motsvarande nativ struktur #r problematiskt att
upprena pa grund av sin hydrofoba N-terminal, som normalt ligger nerbiddad i HDL-
partikelns lipidskikt, framstélldes dven rekombinanta former av SAA som hade en
mera hydrofil N-terminal utan att detta skulle paverka resterande struktur (testat
genom sekunddrstrukturanalys). Dessa visade sig ocksd enkla att sdvil uttrycka i
bakterier som att upprena.

En pol av bakterier innehédllande pET32a+ plasmid med inserterat cDNA for olika
former av hiistSAA har producerats for framtida behov och forvaras vid -75 °C.

Produktion av antikroppar mot SAA och dessas egenskaper

Antikroppar har under projektets gang producerats fran olika framstillda
rekombinanta SAA-antigener. Da dessas expression liksom upprening hela tiden
forbittrats i projektet har dven erhallna antikroppar fatt bittre egenskaper for
testsystemen. Ett antal antikroppar, riktade mot olika rekombinanta former och
syntetiskt framstéllda sekvenser och producerade av Innovagen AB i Lund, kommer
nu att anvindas i testen som da bor kunna nyttjas for olika histraser.

Antikropparna &dr samtliga sk polyklonala antikroppar, men dd antigenet i vissa fall
utgdrs av peptidsekvenser dr de vél definierade mot en specifik determinant och
upptrader ddrmed i princip som en monoklonal antikropp.

En viktig egenskap hos bildade antikroppar ér hur stabila antigen-antikroppskomplex
de bildar, dvs vilket Kp vdrde som uppvisas for komplexet. Kp védrdena har bestdmts
genom jimviktsdialys och uppvisar virden omkring 10° M vilket fir anses
acceptabelt. Ju ldgre virde, ju kinsligare kan metoden goras. Antikropparna har dven



uppvisat god lagringsstabilitet, vilken dock sannolikt kan ytterligare forbittras genom
tillsats av ex andra proteiner eller salter.

Evalvering av utvecklade testsystem

ELISA eller liknande analyssystem

Nagra enzymbaserade immunkemiska analyser provades, ex sandwichELISA.
Kinsligheten visade sig hog och SAA kunde mitas ner till ng/mL niva. Det histserum
som erhéllits fran inflammerade histar fick sdledes spadas atskilligt innan tillforlitlig
analys kunde genomforas. Halten SAA hos inflammerade histar varierade fran ca 200
pg/mL till ca 870 pg/mL.

Nackdelen med ELISA-metoden &r att den omfattar flera steg, bl.a. ett tvittsteg for att
avlidgsna icke bundna enzymmirkta antikroppar. Den kunde dock utféras med
tillforlitliga resultat inom en timme. Bérbara elisadetektorer finns idag pa marknaden.
Da en firgad produkt bildas kan ett positivt svar enkelt ses med blotta dgat, men
exakt bestimning av SAA halten &r osiker.

Likasa involverar dot-blot tekniken ett tvittsteg som kan bli komplicerat att
genomfora i testet. Metoden dr dven endast semikvantitativ.

Immunkromatografiska testsystem

Sedan 1970-talet finns pd marknaden ett antal immunkromatografiska testsystem for
analys av specifika proteiner, virus, bakterier, parasiter, etc. Fordelen med dessa dr att
de ir snabba, lagringstaliga samt kan nyttjas av icke laborativt utbildad personal.
Utformningen av testen varierar men viktiga komponenter dr specifika antikroppar
och specifika enzymer, vilka kan omvandla ett substrat sa att en firgad och litt synbar
produkt kan bildas.

Ett enkelt testsystem utvecklades baserat pa anti-SAA och en till plasmaSAA
konkurrerande SAA-peptid. Detektionen gjordes genom att studera omvandlingen av
ett substrat till firgad produkt med ett 2-enzymsystem (glukosoxidas-peroxidas).
Lingden pad den uppkomna firgade stapeln pa remsan dr proportionell mot
koncentrationen av SAA. Testet bedoms dock vara en viktig kandidat for beskrivet
andamal och skall dérfor utvecklas vidare och optimeras. Mingden konkurrerande
SAA peptid avgor detektionsnivan.

Antigen-antikroppskomplex och turbidometrisk analys

SAA ir ett antigen som har flera determinanter till vilket olika antikroppar, sk
polyklonala antiSAA kan binda. Da antalet mol antigen motsvarar antalet mol
antikropp fas aggregatbildning och utfillning. Mingden utfillt antigen-
antikroppskomplex dr proportionellt mot antigenhalten. I foreliggande projekt
studerades utféllningen dels spektrofotometriskt och dels turbidometriskt och halter
av SAA ner till ca 10ug/mL kunde analyseras. Tekniken skulle saledes vara
applicerbar for bestimning av SAA, da halterna av SAA hos inflammerade histar
ligger 1dngt 6ver denna undre detektionsgréns.

Foretaget HemoCue har utvecklat ett system for analys av humana plasmaproteiner
som mycket vil skulle kunna appliceras pa SAA. Mitinstrumentet &r portabelt och
latthanterligt och endast en liten méingd (<20uL) erfordras.

Bildning av firgade aggregat av antigen-antikroppskomplex
En alternativ metod for analys av bildade antigen-antikroppskomplex har utvecklats
och provats och baseras pa firgade antikroppar genom att dessa bundits upp till en




fargad men 16slig polymer. Metoden &r inte fardigutvecklad dn men hitintills gjorda
forsok visar att bildade komplex skulle kunna analyseras med blotta dgat alternativt
med liten portabel spektrofotometer med fast vaglangd.

Vidare har uppbindning av antikropp till kulformade kolhydratpolymerer provats.
Aven hir kan aggregat observeras och sdledes positiva resultat litt detekteras med
blotta dgat. Dock &r kvantitativ bestaimning av SAA osiker.

SAMMANFATTNING

Ett antal antikroppsbaserade analyssystem har designats och utvecklats for analys av
SAA fran histserum. Storst potential att kunna fylla de uppstillda kraven har
testsystemet baserat pa immunkromatografi och testsystemet baserat pa bildning av
ett antigen-antikroppsaggregat, ofirgade eller firgade. Dessa tva system kommer att
utvecklas vidare av projektansvarig och standardiseras ( i samverkan med leg vet.
Lena Soderberg, Kalmar) under varen 2009. Direfter sénds de ut till olika mélgrupper
for en testomgang.

Projektet kommer séledes att drivas vidare till dess att slutlig produkt uppnas.
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