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Bakgrund

Det SLF-finansierade projektet "Immunprofylax hos gris (liksom det nu pagdende
Formasprojektet "Riktad immunmodulering fér battre grisvaccin”; 2015-2017) framsta
syften ar att studera hur den adjuvanta komponenten i ISCOM-vaccin paverkar den
generella immunreaktiviteten i gris. Effekten av adjuvanset studeras utan tillsats av
nagot vaccinantigen eftersom antigen i sig kan ha en immunmodulerande effekt. Det
langsiktiga syftet med SLF-studien har varit att underséka om det ar mojligt att bygga
upp grisens naturliga formaga till immunsvar genom en profylaktisk behandling med
adjuvanset, tex. fore forflyttningar eller vid andra moment under uppfédning som
sannolikt innebdr exponering fér nya infektionsdmnen. Matrix-M anvands eftersom
adjuvanset anses ha en balanserande immunmodulerande effekt. Vid vaccination mats
immunsvaret vanligast som niva av specifika antikroppar men eftersom inget antigen
anvands i var modell maste en del av arbetet inriktas pa att hitta “markorer” som
indikerar en generell immunaktivering i gris. Sddana biomarkorer kan ocksa fungera
som indikatorer pa immunaktivering orsakade av infektioner utan att behova identifiera
infektionsagens.

Vara tidigare studier har visat att uttrycket av ett antal interferonreglerade gener okar i
den drianerande lymfknutan 24 timmar efter intramuskuldr injektion av Matrix-M.
Aktivering av interferonsystemet ar mycket viktigt i det tidiga generella skyddet mot
virusinfektioner liksom det ar viktigt for att rekrytera och aktiver immunologiska celler
vid bakteriella infektioner. Studierna under Ar 1 (se Ligesrapport oktober 2013)
inriktades darfor pa att utarbeta tekniker for att mata genuttrycket av interferon-o
(IFN-a) och IFN-f samt relevanta interferonreglerade gener. Effekten av Matix-M pa
dessa gener studerades i kulturer av lymfoida celler fran gris samt i arkiverat material
fran grisar som administrerats Matrix-M. Under Ar 2 utvidgades studierna av den
immunmodulerande effekten hos Matrix-M in vitro bland annat med kinetikstudier for
att bedoma den basta tidpunkten fér behandling av grisar, t.ex. fore transport. Samtidigt
soktes etiskt tillstand for att behandla SPF-grisar med Matrix-M fore forflyttning till en
teststation (Madnserud) dar djuren blandas med individer fran olika besattningar och
produktionsdata registreras fram till slakt. Blodprov skulle samlas fran de behandlade
djuren samt fran obehandlade kontroller under uppfédningsperioden och djuren skulle
avlivas och obduceras vid slaktmognad. Tyvarr stangdes teststationen i januari 2015
innan forsoket kunde utféras och den djurférsoksetiksa ndmnden prévar nu ansékan om
att fa utfora en modifierad studie dar Matrix-M behandlade SPF-grisar blandas med
konventionellt uppfédda grisar pa SVA’s djurhus. Sa snart etiska ansokan godkants
kommer forsoket att utféras med medel som avsatts inom Formasprojektet. Resultat
som redovisas hdr summerar in vitro studierna samt analyser pa arkiverat material.



Resultat

Metoder for studera inverkan av Matrix-M pa grisceller har etablerats in vitro. Olika
typer av cellkulturer och odlingstider har testats. For att efterlikna in vivo forhallandet
sa mycket som mojligt har vi undersokt helblodskulturer, leukocytkulturer (buffy coats),
mononukledra blodceller (MNC), lymfocyter, monocytderiverade makrofager och
monocytderiverade dendritiska celler (MoDC) som drivits fram i narvaro av interleukin-
4 (IL-4) och granulocyte/monocyt -kolonistimulerande faktor (GM-CSF).

De olika celltyperna har odlats i narvaro av Matrix-M under olika tidsintervall och det
relativa genuttycket har matts med realtids-PCR (RT-PCR). Gener som studerats har
valts utifrdn vdra tidigare transkriptomanalyser av den drdnerande lymfknutan hos
grisar som visade att ett stort antal interferonreglerade gener aktiverats 24 timmar efter
administrering av Matrix. Med flédescytometri visades att MNC framrenade ur grisblod
hade en god 6verlevnad i narvaro av 0.3 till 1 microgram Matrix per ml odlingsmedium
Efter 18 timmar var proportionen apoptotiska (Fig 1a) eller déda (Fig 1b) celler
densamma som nar cellerna odlats i enbart medium.
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Fig 1. Proportionen apoptotiska (a) eller déda (b) MNC efter 18 timmars odling i 0,3, 1,
eller 3 mikrogram Matrix-M per ml odlinsmedium. Enbart odlingsmedium: negativ
kontroll, UV-behandlade celler: positiv kontroll.



Ett antal RT-PCR analyser etablerades for att kunna mata det relativa uttrycket av mRNA
for IFN-a och IFN-p samt for intressanta IFN-reglerade gener (OPN och STING).
Analyserna visar att mRNA for IFN-f ar kraftigt uppreglerat i 4 av 6 grisar efter
behandling med Matrix (Fig. 2) vilket skulle vara en logisk forklaring till de tidigare
fynden in vivo. Om Matrix-M kan inducera produktion av IFN-f i gris kan det ha ett
mycket viktigt profylaktisk roll, speciellt vid exponering for virus.
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Figur 2. Det relativa uttrycket av mRNA foér IFN-a, IFN-f, osteopontin (OPN) och
stimulator of interferon genes (STING) i lymknutor fran sex grisar som administrerats
Matrix-M 24 timmar tidigare. Lymfknutor fran grisar som administrerats NaCl utgor
kontrollmaterial.

[ de fortsatta in vitro studierna anvandes darfor alltid en kdnd syntetiska interferon-
induserare (polyl:C) som positiv kontroll och analyserna utokades till att omfatta saval
pro-inflammatoriska som anti-inflammatoriska cytokiner. Ett visst modnster i
cytokinprofilen gar att urskilja nar porcina lymfocyter och MoDC odlats i narvaro av
Matrix fran 6h upp till 5 dygn (Fig. 3). Framforallt ses genomgdende en uppreglering av
mRNA for IL-17, ett cytokin som ar kant for att effektivt rekrytera neutrofila
granulocyter, vilket kn forklar neutrofilin som observerades i in vivo studien. En
aktivering av IL-17 kan alltsd vara viktig for att eliminera extracellulira bakterier.
Uppreglering av generna for IL-1f, IL-17, IFN-y, IL-6, IL-8 och IL-12 ar tydligast i
lymfocytkulturer som odlats 3 dygn i narvaro av Matrix medan en nedreglering av
mRNA for IL-10 ses redan efter 6h.
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Figur 3. Heat-map som illustrerar det relativa uttrycket av mRNA for ett antal gener i
celler fran atta grisar odlade i narvaro av 1 microgram Matrix-M per ml medium under 6
tim, 3 dygn eller 5 dygn.



Sammanfattning

In vitro studierna verifierar att Matrix-M kan aktivera immunceller fran gris samt att
dessa uppreglerar mRNA for cytokingener som anses vara av stor betydelse for det
omedelbara “ospecifika” svaret mot virus (IFN-f) och extracelluldra bakterier (IL-17).
Alltsa bor fortsatta studier av adjuvansets roll i immunprofylax hos gris vara
betydelsefulla.
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