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GENERELL BAKGRUND

Koccidios dr en tarmsjukdom som orsakas av intracelluldra protozoer av sliktet Eimeria. Hos
honsféaglar ses en klinisk bild med alltifran dodsfall pa grund av massiva infektioner till
nedsatt tillvaxt och foderutnyttjande pa grund av subkliniskt anslag. Infektionens utfall beror
bland annat pé infektionsdos och immunitetsutveckling hos faglarna. Inom modern svensk
fjaderfauppfodning orsakar koccidios stora problem inom framforallt slaktkyckling-
uppfodningen. Infektionen kontrolleras dir 1 dagsldget genom profylaktisk tillsats av
koccidiehdammande substanser, koccidiostatika, 1 fodret. I ekologisk slaktkycklinguppfodning
ar denna behandling inte tilldten. Anviandning av koccidiostatika dr dock inte héllbar i l&ingden
bland annat for att parasiterna utvecklar resistens mot preparaten, och for att profylaktisk
behandling med kemikalier inte dr forsvarbar enligt den svenska modellen” for djurhallning.
Inom EU stélls nu ocksa krav pa att medlemslidnderna skall arbeta for att alternativ till
koccidiostatika utvecklas. Det d&r sammantaget darfor mycket angeldget att alternativa
metoder att kontrollera fjdderfiakoccidios, t.ex. vaccination, tas fram.

Det ar ként att faglar som genomgétt upprepade infektioner med samma Eimeria-art utvecklar
immunitet. Man anvénder dven infektion med levande, 1 vissa fall forsvagade, Eimeria-
parasiter som vaccin. Dessa vaccin behover dock framstéllas genom infektion av faglar och
blir alltfor dyra for att de skall kunna anvéndas inom slaktkycklinguppfodningen. Malet &r
darfor att utveckla ett effektivt vaccin som é&r billigare att framstélla. Ett subenhetsvaccin
framstéllt med rekombinant teknik skulle kunna uppfylla dessa krav. Det 4r kant att det &r
framforallt cell-medierade immunfunktioner som ar inblandade 1 den skyddande immuniteten
mot koccidios hos hons. Framforallt har T-celler som uttrycker CD8 utpekats som viktiga i
forsvaret. Dessa celler dr hos ddggdjur framforallt sk. ”T-mordarceller” (cytotoxiska T-celler;
CTL) som dddar infekterade celler.

PROJEKTETS SYFTE & STRATEGI

Projektets vergripande syfte ér att identifiera nyckelkomponenterna i den skyddande
immuniteten mot Eimeria-infektioner sa att ett effektivt vaccin mot koccidios hos
slaktkyckling kan tas fram. Med detta mal har vi under 2010-2013 framforallt arbetat med
delprojekten som beskrivs nedan, I projektet har docent Eva Wattrang varit huvudansvarig
med hjélp av laboratorieingenjor Per Thebo och docent Anna Lundén. Projektet involverar
flera internationella samarbeten och for det beskrivna arbetet har vart niara samarbete med Dr
Helle Juul-Madsens grupp vid Arhus Universitet, forskningscenter Foulum, varit sérskilt
virdefullt. Samarbetet har resulterat i en rad sampublikationer under projektperioden’’ .

RAPPORTERING DELPROJEKT

L. Infektionsstudie med fokus pa mekanismer och cytokiner involverade i skyddande immunitet
mot Eimeria-infektioner

Bakgrund

V1 har tidigare inom detta projekt utvecklat en modell 1 vilken upprepade ldgdosinfektioner
med E. tenella resulterar 1 en mycket starkt skyddande immunitet. Denna modell anvinde vi i
detta delprojekt for att ndrmare studera de immunfunktioner som ar inblandade 1 immuniteten.
Genom att jaimforda hur parasiterna forokade sig hos immuna faglar och hos faglar som
infekterades for forsta gdngen far vi information om nér i parasitens livscykel immunsystemet
ar effektivt. Genom att studera olika immunfunktioner i relation till parasitinfektionen hos
immuna djur far vi information om vilka mekanismer som ar skyddande. Sammantaget ger



detta viktig kunskap om vilka av parasitens utvecklingsstadier som bor ingd 1 ett vaccin och
vilken typ av immunsvar som ett vaccin maste
Kontroll Primarinfekterade 'mfguna inducera for att ge skyddande immunitet.
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Figur 1. Gruppnummer och behandlingar vid Eimeria- som ett matt pﬁ CTL- aktiviteten.

infektionsforsoket

Material & metoder

Forsoket omfattade tre grupper av faglar: oinfekterade, forstagangsinfekterade och immuna
efter upprepad infektion och forsoksupplagget beskrivs schematiskt 1 Figur 1.
Parasitinfektionernas anslag foljdes vid alla tillfdllen genom att analysera utsondringen av
“parasitigg” (oocystor) 1 trick dag 5-10 efter infektion. Vid den avslutande E. tenella-
infektionen foljdes ocksa parasitens forokning i blindtarmsvéavnad genom analys av

E. tenella-DNA med kvantitativ real-tids PCR-metodik. Uttryck av FasL, perforin, IFN-y och
granzyme A samt kontrollgenerna g-aktin, GAPDH och H6PD bestdmdes med kvantitativ
real-tids RT-PCR metodik genom analys av RNA fran blindtarmar och blindtarmstonsiller
samlade vid obduktion enligt Figur 1.

Resultat & diskussion

Resultat erhéllna inom detta delprojekt under tidigare projektperioder presenterades i detalj 1
slutrapporten for 2007-2009. Resultat fran forsoket har ocksé presenterats vid tva
vetenskapliga konferenser under 2010"-®. Sammantaget har vi faststillt att figlarna i grupp 3
(Figur 1) efter de tva lagdosinfektionerna erhallit en starkt skyddande immunitet da de
utsondrade mycket fa oocystor vid den slutliga Eimeria-infektionen. De
forstagangsinfekterade faglarna i grupp 2 utsondrade som forvintat ett stort antal oocystor vid
denna infektion. Narmare analys av parasitens forokning i1 figlarnas blindtarmsvdvnad med
kvantitativ realtids PCR-metodik visade att parasitens utveckling stoppades frdn och med
dag 3 efter infektion hos de immuna faglarna i grupp 3. Vid samma tidpunkt paborjades
daremot en mycket pataglig uppforokning av parasit-DNA i blindtarmarna hos de
forstagangsinfekterade faglarna i grupp 2.

For att fa en indikation pa nirvaro av aktiverade CTL under infektionens gang matte vi
uttrycket av perforin-, granzyme- och FasL-mRNA 1 blindtarmsvédvnaden (Figur 2). Hos de
immuna faglarna i grupp 3 var uttrycket av dessa tre proteiner hdgre tidigt efter infektionen,
dag 1 till 4, jamfort med det hos faglarna i grupp 1 och 2. Detta sammanfaller salunda med
nér parasitens forokning stoppas hos de immuna faglarna. Detta indikerar att aktiverade CTL
ar viktiga for att bromsa upp parasiternas forokning. Dag 10 efter infektionen déremot, var
uttrycket av perforin-, ganzyme- samt FasL-mRNA hogst hos de forstagéngsinfekterade



fdglarna i grupp 2 vilket tyder pa att CTL &ven 0037

aktiveras under en primérinfektion. Vid denna s -
tidpunkt dr dock parasitens livscykel redan ——
avslutad varfor detta CTL-svar inte hinner bromsa &
infektionen. Detta ar forsta gdngen dessa markorer 5 |
studeras 1 anslutning till Eimeria-infektioner hos ;é o |
faglar och resultaten indikerar att ackumulering av >
aktiverade CTL kan vara en viktig komponent 1 S oot
den skyddande immuniteten mot koccidios. s
Ytterligare arbete krivs dock for att pavisa CTL i —
infekterad viavnad och visa att de har en aktiv A B B B =l
“mordarfunktion” (se nedan). Resultaten 003 | ? ! e
sammanstills nu for publikation i en internationell B
peer-review tidskrift. < 00T
o
1. Studier for att identifiera aktiverade CTL hos 5 002y
hons ; )
Bakgrund g T
Detta delprojekt var fokuserat pa identifiering av |
de celler som formedlar skydd mot Eimeria- 5
=2

parasiter hos immuna faglar. I immunsystemets 0.008
mordgrceller (t.ex. CTL och NK-celleﬂr) forvaras | e D B D D
perforin och granzyme i s.k. granula. Nér en o 2 ™4 T 10 0
infekterad cell kénts igen av mordarcellen” ooET c
tommer den ut sina granula (degranulerar). Under
degranuleringen exponeras en struktur som kallas 00154

CD107a temporért pa “mordarcellens” yta.
Pévisande av CD107a pa cellytan betyder darfor att
“mordarcellen” aktiverats och degranulerat. Detta
har utnyttjats for detektion av aktiverade
”mordarceller” 1 flera ddggdjurssystem. En 500

antikropp som binder hons-CD107a hade vid '1" ﬂ
I I L
TE a4 1Jf-

0,011

Uttryck av FasL-mRNA

projektstarten nyligen beskrivits och vi etablerade jl
dérfor denna metod for att kunna studera 0
inblandningen av CTL i skyddet mot koccidios. Dagar efter "challenge”
Metoden bygger pa att cellerna analyseras for Figur 2. Utlryck av perforin- (A), granzyme- (B) ach FasL-mRNA
uttryck av CD107a samt for ett urval av andra (C) | blindtarmsvavnad (gruppmedelvirde+1 SE) vid
. . : : axparimentell £. tenela-infektion av forstagangsinfeklerade

5ell_'ytemark0rir som qafferentleralj olika typer av {grupp 2) och immuna (grupp 3) faglar saml cinfekterade faglar

mordarceller” med hjélp av flerfargs- {qrupp 1).
flodescytometri.

1

Material & metoder

For utvardering av CD107a-uttryck pa CTL fréan olika vidvnader hos normala faglar
(’viloldage”) anvindes vita blodkroppar isolerade fran blod, mjélte, 6vre luftvigar, lungor,
blindtarmstonsiller och blindtarmsvavnad fran friska hons. Cellerna ”fargades” med ett urval
av antikroppar som kédnner igen olika cellytemarkorer. De olika antikropparna ar kopplade till
olika fargdmnen (fluoroforer) och olika typer av vita blodkroppar kan dirigenom identifieras
och sirskiljas med flodescytometri. De antikroppar som anvéndes identifierade: CD45, CD8p
och y8TCR (CTL uttrycker CD45 och CD8B men ér negativa for y/6TCR), samt CD107a
(degranulering).



For stimulering av degranulering 1 cellkultur odlades vita blodkroppar 4 h i nérvaro av
phorbol 12-myrisitate 13-acetate (PMA; 10 ng/ml) och ionomycin (0.5 pg/ml). Cellerna
analyserades darefter for uttryck av CD107a pa cellytan
enligt ovan.

B Dag9d For utvardering av CD107a-uttryck pé virusaktiverade
CTL infekterades 3 veckor gamla honkycklingar med
101 infektios bronkit virus (IBV; stam M41;
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samt fran oinfekterade kontrollfaglar (n=12). Uttrycket
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For utvardering av CD107a-uttryck pa CTL vid koccidios
utfordes E. tenella-infektioner enligt forsoksuppldgget 1 Figur 1. Parasitinfektionernas anslag
foljdes vid alla tillfallen genom att analysera utsondringen av ”parasitdgg” (oocystor) 1 trick
dag 5-10 efter infektion. Vid den avslutande E. fenella-infektionen isolerades vita
blodkroppar fran blindtarmar och blindtarmstonsiller samlade vid obduktion enligt Figur 1.
Uttrycket av CD107a pa CTL analyserades direkt efter isoleringen av vita blodkroppar samt
efter 4 h induktion med PMA och ionomycin 1 cellkultur enligt ovan.
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Resultat & diskussion
Eftersom CD107a-uttryck inte kunnat detekteras pa honsceller tidigare ville vi initialt
utvirdera om uttryck av denna markor dverhuvudtaget kunde anvéndas for att méita aktivering
av CTL hos hons.

Vi kartlade uttrycket av CD107a pa CTL isolerade fran blod och olika vivnader hos friska
hons. Resultaten visade att detta uttryck var lagt, < 6% av CTL uutryckte CD107a, vilket
overinstimde med hypotesen att CD107a endast uttrycks dd CTL aktiverats och degranulerar
for att doda en t.ex. infekterad cell. Vidare utvirderade vi om hons-CTL kan stimuleras till
degranulering i cellkultur. Resultaten visade att en kombination av PMA och ionomycin gav
den mest patagliga 6kningen av CD107a-uttrycket, 10-40 gingers 6kning i stimulerade
cellkulturer jamfort med celler odlade utan stimuli, hos
CTL isolerade fran blod och mjilte. I dessa forsok 80- 8 Dag ¢
kunde vi dven etablera de optimala odlings- och l 1
analysforhallandena for detektion av CD107a-uttryck.
Sammantaget visar resultaten att CD107a-uttryck kan
anvindas for att studera aktivering av hons-CTL 1
cellkultur och att goda forutséttningar forelag for att
denna markor dven skulle kunna anvéndas for att 20{ || g [
studera CTL-aktivering “direkt” i faglar (in vivo).
Dessa resultat presenterades vid den internationella
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For att utvardera om CD107-uttryck kan utnyttjas for Figur 4. Andelen GTL som uttrycker CD107a efter 4 h

. . . o . odling i ostimulerad cellkultur (medium) eller i cellkultur
att detektera CTL-aktherlng som sker 1 fageln vid t.ex. stimulerad med PMA och ionomycin. CTL isolerades fran

en infektion, anvinde vi ett infektionsdmne, virus, dir vavnad fran oinfekterade kycklingar (n=12) samt kycklingar
. . . . o dag 7 (n=6) respektive dag 9 (n=6) efter infektion med IBV.
aktlverlng av CTL forvéntas vara hog. Faglar Resultaten visas som gruppmedelvarden + 95%
konfidensintervall.



infekterades experimentellt med IBV och kliniska symptom pa luftvédgsinfektion observerades
hos de infekterade faglarna fran dag 2 efter infektion. Alla infekterade faglar hade ocksa IBV-
nukleinsyra i oralsekretet och en hogre méngd nukleinsyra, ca 1 log mer, pavisades dag 7
efter infektion jamfort med dag 9 efter infektion. Andelen CTL bland de vita blodkropparna
var hogre 1 struphuvudet och 1 luftstrupen hos de infekterade faglarna dag 7 och 9 jamfort
med de oinfekterade faglarna. Ett hogre uttryck av CD107a pavisades pad CTL isolerade fran
luftstrupen dag 7 och lungorna dag 7 och 9 jaimfort med de oinfekterade faglarna (Figur 3).
Dessa resultat visar att CTL har degranulerat, och ddrmed sannolikt ocksa dodat
virusinfekterade celler, 1 de vivnader dar IBV infekterar och forokar sig intracellulért. Vi fann
ocksa att CTL fran infekterade faglar, i struphuvud, luftstrupe och lungor, bade dag 7 och dag
9 degranulerade 1 hogre grad vid stimulering med PMA och ionomycin i cellkultur jamfort
med CTL frén oinfekterade faglar (Figur 4). Detta indikerar att CTL i IBV infekterad vivnad
har aktiverats generellt och snabbt kan stimuleras till att doda. Sammantaget visar resultaten
att uttryck av CD107a kan anvéndas for att studera CTL-aktivering i faglar in vivo. Resultaten
fran stimuleringen av degranulering i cellkultur visar att CTL fran infekterade faglar verkar ha
en hogre aktiveringspotential vilket alltsd ocksa kan anvéndas for att studera CTL-funktion.
Dessa resultat presenterades vid den internationella konferensen International Veterinary
Immunology Symposium i Milano, augusti 2013 © och héller nu tillsammans med resultaten
fran etableringen av metoden (ovan) pa att sammanstillas for publikation i en internationell
peer-review tidskrift. Sammanfattningsvis visar dessa studier att vi etablerat en robust och
anvandbar metod for att studera aktivering av CTL frén hons.

Vi fortsatte darfor detta delprojekt med att studera CD107a-uttryck hos CTL fran immuna och
forstagangsinfekterade faglar vid E. tenella-infektion. Syftet med detta forsok var att faststélla
om CTL degranulerar 1 parasitinfekterad vdvnad och/eller om CTL visar en hogre
aktiveringspotential under Eimeria-infektionen. Vi anvdnde var etablerade modell for att
inducera skyddande immunitet hos kycklingar genom tva E. tenella infektioner (Figur 1).
Som véntat var kycklingarna ocksa i detta experiment tydligt immuna vid den tredje

E. tenella-infektionen, nar CD107a-uttrycket studerades, da de utsondrade betydligt farre
oocystor, ca 1x10° oocystor/fagel, jamfort med de forstagangsinfekterade faglarna vid samma
tillfille, ca 5x10” oocystor/fagel. Till skillnad fran tidigare experiment utséndrade dock
faglarna betydligt farre oocystor redan vid forsokets andra E. tenella-infektion, ca 2x10°
oocystor/fagel jaimfort med tidigare experiment ca 2x10° oocystor/fagel. Detta visar att
immunitetsutvecklingen vid det senaste experimentet gick snabbare én vad vi tidigare
observerat. Resultaten fran analyserna av CTL och CD107a-uttryck i blindtarmsvivnad och
blindtarmstonsiller visade att andelen CTL var ca 3,5 ganger hogre i blindtarmsviavnad dag 10
efter infektion hos de forstagdngsinfekterade kycklingarna jamfort med oinfekterade faglar.
De immuna faglarna visade inga forédndringar i andelen CTL i blindtarmsvévnad vid ndgot av
provtagningstillfdllena. Uttrycket av CD107a pa CTL direkt efter att cellerna isolerats fran
blindtarmsvéavnaden skilde sig inte mellan oinfekterade, immuna och forstagangsinfekterade
faglar. Analyserna av CD107a-uttryck pd CTL som stimulerats 4 h i cellkultur visade att CTL
fran forstagdngsinfekterade faglar dag 10 efter infektion hade ca 2 ganger hogre 6kning av
CD107a-uttrycket vid PMA och ionomycin stimulering jaimfort med oinfekterade och
immuna faglar. Sammantaget visar resultaten att de forstagangsinfekterade faglarna dag 10
efter infektion har en hogre andel CTL 1 blindtarmarna och att dessa CTL har en hogre
aktiveringspotential jamfort med oinfekterade faglar. Detta dverinstimmer med vad vi
tidigare observerat for forstagangsinfekterade faglar i denna infektionsmodell betrdffande
”CTL-markdrerna” perforin, granzyme och FasL (Figur 2) och stirker ddrmed antagandet att
CTL aktiveras vid Eimeria-infektion men kommer for sent till infektionsplatsen vid det forsta
infektionstillféllet. Att inga tydliga forandringar 1 andelen CTL och deras CD107a-uttryck



observerades 1 de immuna kycklingarna tror vi kan bero pa den snabba och starka
immunitetsutvecklingen som observerades 1 detta experiment. Immunsvaret kan helt enkelt
vara for snabbt och effektivt att doda parasiterna och en for liten andel CTL aktiveras sd att vi
inte kan observera det d& den totala CTL-populationen fran blindtarmarna analyseras
tillsammans. Med dessa resultat som grund har vi darfor planerat ett nytt experiment till
januari-mars 2014 da vi kommer att studera CTL och CD107a-uttryck vid bade den andra och
den tredje E. tenella-infektionen. Forhoppningsvis kommer detta experiment ge ett mer
slutgiltigt svar péd inblandningen och aktiveringen av CTL i Eimeria-skyddet hos immuna
djur. Resultaten fran dessa experiment kommer direfter att sammanstillas for publikation.

111. Metodutveckling for att detektera Eimeria-specifika CTL

Bakgrund

De ovan beskrivna resultaten stoder tidigare framlagda hypoteser att CTL kan ha en
avgorande roll 1 Eimeria-forsvaret genom att doda parasitinfekterade celler. Vi anser darfor
att det ar viktigt att d&ven direkt undersoka om hons-CTL kan déda Eimeria-infekterade celler
och ifall denna funktion &r central i den skyddande immuniteten mot parasiten. Att etablera
test for CTL-aktivitet dr ett mycket omfattande projekt dar flera avgérande krav maste
16sas/uppfyllas: bland annat maste CTL och malceller vara av samma “vévnadstyp”, s.k.
MHC klass I- haplotyp, mélcellerna maste infekteras av smittdmnet i fraga, CTL méste vara
korrekt aktiverade och man méste kunna méta att mélcellerna dodas. Vi har under tidigare
projekt arbetat med flera av dessa fragor och bland annat etablerat en metod for att detektera
att malceller dodats av CTL, den s.k. caspase 3-metoden, och tagit fram potentiella malceller
med kidnd MHC I-haplotyp. Under 2010-2013 har vi framforallt arbetat med att forbéttra
protokollen for att infektera celler i cellkultur med Eimeria-parasiter, sa att de kan anvéndas
som s.k. mélceller i CTL-test, och med att utvérdera metoder for aktivering av CTL i
cellkultur.

Material & Metoder

For infektion 1 cellkultur med Eimeria-parasiter har vi anvént arten E. tenella. Oocystor har
renats fran trick vid experimentella infektioner av kycklingar (se ovan). Oocystorna har
sporulerat ("mognat” och blivit infektionsdugliga) vid 26 °C och steriliserats fran
kontaminering av bakterier och andra mikroorganismer med natrium-hypoklorit. Oocystornas
’skal” har sedan brutits upp med surt pH och skakning med glaskulor varvid s.k. sporocystor
frigjorts. Dérefter har sporocystorna 6ppnats med gallsalter och s.k. sporozoiter frigjorts.
Sporozoiterna har renats frén oocyst- och sporocyst-skaldelar med hjélp av gelfiltrering. De
rena sporozoiterna har anvénts for att infektera cellkulturer, antingen direkt eller frysts ned
och forvarats 1 flytande kvdve och ddrefter tinats fore infektion. I cellinfektionsforsdken har vi
anvént foljande celltyper: en cell-linje fran notkreatursnjure, MDBK; tva typer av embryonala
honsfibroblaster, en kontinuerlig cell-linje, DF-1; priméra celler, CEF; samt en cell-linje med
honsmakrofager, HD11. I forsoken sitts cellerna till cellodlingsbrunnar i flat-bottnade
mikrotiterplattor och far fasta och véxa till under 24 h vid 37 eller 40°C beroende pé celltyp.
Dairefter sitts renade sporozoiter till cellkulturerna och far infektera cellerna under 16 h vid
40°C. Sporozoiter som inte trangt in i cellerna skoljs da bort och antalet celler till vilka
sporozoiter har adhererat till eller tréngt in 1 rédknas 1 ljusmikroskop. Cellkulturerna odlas
vidare vid 40°C och antalet s.k. merozoit-kluster rdknas 1 ljusmikroskop efter 72 h odling. I
forsok dir parasitens forokning inne i cellerna studerats har radioaktivt CH) mérkt uracil
tillsatts till de infekterade kulturerna antingen vid 0, 16 eller 40 h efter infektion. Kulturerna
har sedan frysts vid 16, 40 respektive 64 h efter infektion och inkorporering av *H-uracil i
arvsmassan hos parasiter som delat sig har analyserats med hjilp av instrument som
detekterar p-stralning.



Betriaffande detektion av CTL-aktivitet har vi under 2010-2013 i samarbete med Foulum
utfort flera experiment. Vi har infekterat MHC I-definierade hons med Newcastle virus
(NDV) eller IBV. Vi har sedan tagit vita blodkroppar fran mjilte mellan 3-7 dagar efter
infektion och odlat dessa 1 kultur under olika forhallanden (tillsats av levande virus och/eller
concanavalin A; Con A, eller interleukin-2). Cellerna har odlats i1 3-7 dagar och dagligen f6ljts
med avseende pa aktivering av olika T-cells typer. Slutligen har CTL-aktivitet utvarderats
genom att inkubera de stimulerade mjéltcellerna i 4 h tillsammans med MHC I-matchade,
virusinfekterade malceller. Frekvensen dodade malceller har sedan analyserats genom att
pavisa aktiverat caspase 3 (ett matt pa s.k. apoptos; “’sjalvmord’’) hos mélcellerna med hjilp
av immunfluorescens och flodescytometri.

Resultat & Diskussion

Eimeria-parasiter kan inte regelrétt odlas/forokas i1 cellkultur men E. tenella-sporozoiter kan
infektera vissa celltyper i1 kultur och genomga négra steg av livscykeln. Som beskrivits i
tidigare rapporter har vi etablerat och forfinat ett tidigsre beskrivet system dér en
notkreaturscell-linje (s.k. MDBK) anvints for infektion med E. tenella-parasiter. Med detta
system som utgangspunkt har vi under denna projektperiod fortskridit med fokus pa
framforallt jdmforande studier av infektion av MDBK cellerna och olika honscell-linjer. De
testade honscellerna ar definierade med avseende pA MHC I-haplotyp och kan salunda
anvindas i CTL-test i framtiden. Vi har ocksa etablerat en metod som gor det mdjligt att folja
parasitens utveckling inne i virdcellen genom tillsats av *H-uracil till de infekterade
cellkulturerna. Uracil anvédnds av parasitceller men inte av daggdjursceller vid celldelning och
en 6kad radioaktiv signal innebdr att parasiterna har delat sig och da inkorporerat *H-uracil i
sin arvsmassa.

Vi har jamfort E. tenella-infektionens forlopp 1 MDBK celler med det i tre olika typer av
honsceller; embryonala fibroblaster (DF-1 Och CEF) och makrofagceller (HD11). Vid
infektion av de embryonala fibroblasterna fann vi att parasiterna féste vid/traingde in 1 DF-1
och 1 CEF cellerna i samma frekvens som 1 MDBK cellerna men parasiterna utvecklades inte
till s.k. merozoiter 1 fibroblasterna vilket de gjorde i MDBK cellerna. For att utreda ifall
parasiterna dverhuvudtaget utvecklades i dessa hdnsceller anvinde vi *H-uracil for att studera
parasitens delning inne 1 cellerna. Resultat frén dessa experiment visade att E. tenella hade
hogst aktivitet 16-64 h efter infektion i alla tre celltyperna men aktiviteten var ca tva ganger
hogre i MDBK cellerna jaimfort med fibroblasterna. Detta visar alltsa att parasiterna
genomgar viss utveckling i honsfibroblasterna dven om inte livscykeln fullfoljs till
merozoitstadiet. *H-uracil metoden visade sig ocksa vara ett viktigt tillidgg till vara tidigare
metoder och kommer att ge oss ytterligare mojlighet att utvardera och forbéttra
infektionsmodellen. Vid E. tenella-infektion av makrofagcell-linjen HD11 fann vi att
parasiterna faste vid/tringde in 1 samt utvecklades till merozoiter i HD11 1 samma eller t.o.m.
hogre frekvens som i MDBK.

I studierna av CTL-aktivering 1 virusinfekterade hons har vi arbetat med att optimera
forhallandena for forokning (expansion) och aktivering av mjéltceller av CTL-typ
(CD8p+y/8TCR-). Vi har funnit att CTL-celler forokar sig och aktiveras bést vid odling i
ndrvaro av T-cells stimuleraren Con A. Vidare har vi funnit att en odlingstid pa 2-4 dagar
verkar optimal for detektion av CTL-aktivitet.

Sammantaget har vi 1 detta delprojekt: optimerat férhallandena for att utfora Eimeria-
infektion 1 cellkultur, identifierat MHC I-definierade honsceller som kan infekteras med

E tenella, samt identifierat odlingsforhéllanden for expansion och aktivering av hons-CTL. Vi
har sdlunda nétt det delmal dér en metod for att detektera Eimeria-specifik CTL aktivitet kan
sattas upp. Vi kommer da att infektera MHC I-definierade kycklingar som vi fér tillgéng till



genom vart samarbete med Foulum med E.tenella och studera CTL-aktivitet hos mjéltceller
mot E. tenella-infekterade malceller under immunitetsutvecklingen. Resultaten fran sédana
studier kommer att ge viktig ny kunskap om skyddande immunitet kom koccidios hos hons.

1V. Identifiering av Eimeria-specifika T-celler

Bakgrund

Vid ett specifikt immunsvar mot ett infektionsimne genereras kloner av antigenspecifika T-
och B-celler. Nér dessa ater stoter pa antigenet aktiveras de och borjar bl.a. att dela sig
(proliferera). Att detekterar och identifiera antigen-specifka T-celler ér ett mycket viktig
redskap for att forstd immunitetsutvecklingen mot ett infektionsdmne. Vi har déarfor arbetat
med att sdtta upp metoder for att studera Eimera-specifik T-cellsproliferation hos hons.
Under projektperioden har vi utfort ett antal pilot-forsok for att identifiera nir under
infektionen, vilken typ av celler som behovs samt vilka odlingsférhéllanden som krévs for att
detektera Eimera-specifik proliferation.

Material & Metoder

I dessa experiment har vi anvént honkycklingar, Bovans robust, som fotts upp fran dag-gamla
1 SVAs djurhus under SPF-forhéllanden. I de flesta experimenten har kycklingarna vid ca 18
dagars alder infekterats med 1000 infektidsa, sporulerade, E. tenella-oocystor/fagel. Vid ett
tillféalle infekterades en grupp kycklingar istdllet med 3000 infektiosa, sporulerade, E. tenella-
oocystor/fagel. Kycklingarna har delats in i grupper med avseende pa jaimn foredelning av
vikt och maternella antikroppar mot E. tenella i serum vid 18 dagars alder. Kycklingarna har
avlivats gruppvis varannan dag fr.o.m. 6 till 16 dagar efter den experimentella E. fenella-
infektionen. Parasitinfektionernas anslag foljdes vid alla tillfidllen genom att analysera
utsondringen av ’parasitdgg” (oocystor) i trick dag 5-10 efter infektion samt genom vérdering
av makroskopiska blindtarmsskador (”lesion scoring”) dag 6 efter infektion. Efter avlivning
har vita blodkroppar har renats fran blod och mjilte och cellerna har stimulerats i cellkultur i
96 h med antigen framstéllt av sonikerade E. tenella-sporozoiter, de sista 24 h 1 nirvaro av
radioaktivt CH) mérkt tymidin (0,5 pCi/1x10° vita blodkroppar). Proliferationen analyserades
genom detektion av inkorporering av *H-tymidin i arvsmassan hos celler som delar sig med
hjilp av instrument som detekterar p-stralning. Vid ett tillfalle avldgsnades med hjilp av
immuno-magnetisk separation (EasySep-metodik) de T-celler som uttrycker den s.k. y/5T-
cells receptorn (y/dTCR) fran mjiltcellerna innan de odlades i cellkultur. Andelen celler med
olika typer av TCR och renheten 1 cellpreparationer med och utan y/8TCR-celler bestdmdes
med immunfluorescensfargning och flodescytometri.

Resultat & Diskussion

Vi har utfort ett flertal experimentella E. tenella-infektioner inom detta delprojekt och
identifierat forhallanden, odlingstid, medium etc, som mojliggor detektion av antigenspecifik
proliferation hos mjéltceller. Vi har inte detekterat antigen-specifik proliferation 1
blodcellskulturer. Vid de optimerade odlingsférhéllandena visar de sammanlagda resultaten
fran fyra infektioner med 21 infekterade kycklingar vid varje provtagningstillfialle och 27
oinfekterade kontrollkycklingar tydligt Eimera-specifik proliferation 1 mjéltcellskulturer fran
faglar som avlivats dag 8 till dag 14 (Figur 4). Proliferationssvaren varierar dock mycket i
storlek mellan individer och ar generellt forhdllandevis ldga. En hog “bakgrundsproliferation”
1 ostimulerade kontrollkulturer (enbart odlingsmedium) observerades ocksa ofta, speciellt i
cellkulturer fran oinfekterade kycklingar, vilket forsvarar analyserna. Ett stort antal
observationer behovs darfor for att kunna anvdnda denna metod for att utvirdera immunsvar
vid Eimeria-infektioner.
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oocystor/fagel (n=6 + 6 varje provtagningsdag 6-16 dagar efter E. tenella-infektion). Vi fann
att dosen 3000 oocytor/fagel gav ett jimnare anslag med blindtarmsskador.
Proliferationssvaren paverkades dock inte av infektionsdosen utan var likartade for de bada
grupperna.
Det ar beskrivet att T-celler med y/§TCR litt stimuleras till celldelning vid kultur och dérfor
ofta dr ligger bakom till proliferation 1 ostimulerade kulturer och kan stora och dodlja
antigenspecifik proliferation i stimulerade kulturer. Da mjéltcellspreparationer har en icke
forsumbar andel y/dTCR-uttryckande celler ville vi utvérdera ifall dessa celler orsakade den
bakgrundsproliferation vi observerat och om vi kunde forbéttra det Eimeria-specifika
proliferationssvaret om y/TCR-cellerna avldgsnades. Vi fann i detta experiment att T-celler
med y/8TCR utgjorde ca 20 % av de vita blodkropparna i mjéltcellspreparationerna jamfort
med ca 60% T-celler med a/fTCR. Efter immunomagnetiskt borttagande av y/§TCR-T-celler
observerades <1% kvarvarande y/6TCR-celler bland mjéltcellerna (n=12). Vi fann dock att
borttagandet av y/TCR-celler inte ndimnvért paverkade varken bakgrundsproliferationen eller
den Eimeria-inducerade proliferationen.
Dessa resultat har presenterats vid 5th Conference of the Scandinavian-Baltic Society for
Parasitology i Kopenhamn, september 2013 ). Sammantaget har vi gjort nédvindig och
viktig metodutvecklig for att kunna studera immunsvaret vid Eimeria-infektioner hos hons.
Resultaten utgor en viktig grund for den fortsatta identifieringen av Eimeria-specifika T-
celler. Fortsatt utveckling av denna och andra metoder for studier av immunitet mot koccidios
har ocksa inletts. Bl.a. har vi borjat utvardera produktion av cytokinet IFN-y som matt pa
Eimeria-specifika immunsvar. IFN-y kan produceras av t.ex. CTL och T-hjélparceller och ér
bl.a. viktigt 1 styrningen av immunsvar. Parallellt med proliferationsanalyserna kommer vi att
med ELISA-teknik méta produktionen av IFN-y 1 cellkulturerna som beskrivits ovan. Vidare
analyser inkluderar identifiering av de celler som producerar IFN-y med en
flodescytometribaserad metod som utvecklats i samarbete med Foulum . Vi har ocksa bérjat
utvirdera analyser av s.k. blastogenes (celler som dr aktiverade/skall dela sig 6kar 1 storlek)
med flodescytometri for att studera antigenspecifika T-celler hos hons ). Nir vi etablerat ett
slutgiltigt protokoll f6r detektion och identifiering Eimeria-specifika T-celler kommer
resultaten att sammanstéllas for publikation 1 en vetenskapligt granskad tidskrift.
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Slutsatser & Resultatformedling till niiringen

Resultaten fran denna projektperiod har bland annat bidragit med ny kunskap om
immunitetsutvecklingen vid koccidios dédr ”T-mordaceller”, CTL, allt tydligare framstir som
en viktig faktor. Projektet har ocksé bidragit till att flera nya metoder for att studera honsens
immunsystem tagits fram och vi har nu en god plattform f6r studier av immunitetsutveckling
mot kocccidios hos hons. Ett viktigt och vl fungerande internationellt kontaktnét har ocksa
skapats. V1 har nu mgjlighet att utviardera honsen immunsvar vid Eimeria-infektioner med
moderna immunologiska metoder. Den kunskap detta genererar ger oss forutsdttningarna for
att forsta vilken typ av immunsvar ett vaccin maste inducera for att ge skydd mot sjukdomen.
Vi kan vidare ocksa utvirdera och ta fram lampliga "hjidlpsubstanser” (adjuvans) for att ett
vaccin ska kunna inducera rétt typ av immunsvar. Sammantaget har vi alltsé lagt grunden for
att ha mycket goda forutséttningar for att 1 framtiden deltaga framtagandet av moderna vaccin
mot koccidios hos slaktkyckling. Det dr sdlunda mycket angeliget for niringen att vi dven i
fortsédttningen har en livskraftig forskning inom detta viktiga omréde.

Resultaten fran projektet har och kommer vidare att formedlas via publikationer i
vetenskapligt granskade tidskrifter och 1 konferensrapporter och finns tillgdngligt nationelt
och internationellt. Projektet har ocksa rapporterats vid branchmdten, senast vid
projektradsmotet for fjaderfa 1 oktober 2012. Docent Anna Lundén &r ansvarig for &mnet vid
undervisningen i parasitologi for veterindrstudenter och foreldser arligen for dessa.
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