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Bakgrund

Streptococcus equi underart equi (S. equi) samt underart zooepidemicus (S. zooepidemicus) &r

viktiga hastpatogena bakterier. Streptococcus equi infekterar foretradesvis endast hastar och
orsakar en allvarlig och mycket smittosam respiratorisk sjukdom kallad kvarka (engelska
"strangles”). Sjukdomsforloppet vid kvarka inleds da bakterien infekterar slemhinnan i
hastens mule, varifran bakterierna sprider sig via det lymfatiska systemet till lymfkortlar i
héstens huvud och hals. En snabb bakteriell forékning i lymfkortlarna leder till en massiv
inflammation, feber och svullnader vilket leder till bdlder som ofta brister. Den kliniska
bilden av kvarka har beskrivits i flera Oversiktsartiklar (5, 24).

Streptococcus zooepidemicus ar den mest frekvent isolerade opportunistiskt patogena
bakterien hos hast. Underarten forekommer i bl. a. sarinfektioner och infektioner i luftvagarna
samt kan vara involverad i reproduktionsstérningar. Streptococcus zooepidemicus &r inte
vardspecifik, utan orsakar ocksa sjukdom hos andra djurslag t.ex. nétkreatur, gris, hund och
kan dven orsaka sjukdom hos manniskor. Genetiskt dr bada underarter mycket néara
besléktade. Studier av S. equi visar att olika isolat inom denna underart & mycket
narbesléktade i motsats till S. zooepidemicus som uppvisar en stor stamvariation (6, 19, 21).

Var kunskap om dessa streptokockers formaga att framkalla sjukdom é&r idag bristfallig.
Bakterierna har formagan att producera ett stort antal potentiella virulensfaktorer i form av
extracelluldra proteiner vilka pa olika satt interagerar med varddjuret. Faktorerna kan antingen
vara forankrade i cellvaggen eller transporteras ut ur cellen till den omgivande miljén.
Identifiering och studier av funktionen hos virulensfaktorer &r en mycket viktig del i
forstaelsen av infektionsprocessen. En viss grupp av virulensfaktorer har t.ex. visat sig
specifikt mediera adhesion av bakteriecellen till strukturer hos varden vilket troligtvis
m0ojliggor bakteriens kolonisation av varddjuret. Vidare kan vissa faktorer till exempel
specifikt inhibera fagocytos eller pa annat satt stora vardens immunologiska forsvar. Ett antal
toxiner och enzymer som paverkar vardens immunsvar har ocksa identifierats.

Var forskargrupp har under manga ar molekylarbiologiskt identifierat och studerat
extracelluldra potentiella virulensfaktorer hos S. equi (1, 2, 4-26, 28). | korthet har vi screenat
S. equi och S. zooepidemicus genomen med bioinformatiska verktyg for att identifiera gener
kodande for potentiella virulensfaktorer. Genom att t.ex. anvanda publicerade protein- eller
gensekvenser fran olika typer av virulensfaktorer (beskrivna fran andra arter patogena
streptokocker och stafylokocker) som sokverktyg, har vi hittills identifierat ett antal gener
kodande for extracelluldra proteiner i S. equi och S. zooepidemicus. Sammantaget har vi
identifierat och karaktariserat 18 st olika extracelluldra proteiner hos S. equi vilka redovisas i
tabell 1.



Tabell 1.
Proteiner vilka identifierats och studerats. Proteiner i fet stil har studerats i nuvarande
projekt.

Namn pa proteini Motsvarande Funktion i relation till varden
S. equi protein i S.
zooepidemicus

CNE CNZ Kollagen-bindande ]

EAG ZAG a2M-, albumin och 1gG-bindande

FNE FNZ Kollagen- och fibronektin-
bindande

FNEB FNZ2 Fibronektin-bindande

FNEC - Kollagen-bindande

FNED - Kollagen-bindande ]

FNEE - Kollagen- and fibronektin-
bindande

FNEF - Kollagen-bindande

ldeE ldeZ 1gG-endopeptidas

IdeE2 ldeZ2 &Q-endopeptldas

SclC — Scll (7st) kand

SFS SFS Fibronektin-bindande

Genom att forst teoretiskt identifiera potentiellt intressanta gener har vi m.h.a traditionell
PCR-baserad kloning isolerat och uttryckt enskilda gener och karakteriserat de rekombinanta
proteinerna vad avser t.ex. adhesionsegenskaper, enzymatisk aktivitet, etc. Uttrycket av
proteinerna pa bakterierna har aven undersokts hos bakterieceller odlade in vitro.

Mal

Den dvergripande malsattningen med projektet har varit att vidareutveckla vara
molekylarbiologiska studier av virulensrelaterade extracelluldra proteiner hos framst S. equi.
Genom olika samarbeten med andra forskargrupper har vi m.h.a cell och djurférsok studerat
betydelsen av de bakteriella proteinerna i interaktionsprocessen mellan patogen och vard.

Material och metoder

Bioinformatikstudier

Genomet for S. equi och S. zooepidemicus ar idag sekvenserat och offentligt tillgangligt
(www.sanger.ac.uk). Mojligheten att gora bioinformatiska sekvensjamforelser i
genomdatabaser har markant underlattat studier av den molekylara bakgrunden till bakteriell
virulens. Framforallt & maojligheten att soka efter homologi till redan k&nda virulensfaktorer i
besléktade patogener en viktig vag for att identifiera potentiella virulensfaktorer.

Kloning av gener kodande for potentiella virulensfaktorer samt uttryck av rekombinanta
proteiner

For att studera funktioner hos virulensrelaterade protein ar det viktigt att bioinformatiska
studier kompletteras med experimentella studier. Genom att forst teoretiskt identifiera
potentiellt intressanta gener har vi m.h.a PCR-baserad kloning isolerat och i E. coli uttryckt
enskilda gener eller fragment darav. Efter affinitetsrening har de rekombinanta proteinerna


http://www.sanger.ac.uk/�

(alternativt domaner darav) karakteriserats vad avser t.ex. adhesionsegenskaper och
enzymatisk aktivitet.

Karakterisering av rekombinanta proteiner

FOr att studera protein-protein interaktioner har olika metoder anvénts t.ex. surface plasmon
resonance m.h.a. en biosensor utrustning (Biacore) vilket analyserar proteininteraktioner i real
tid. Andra metoder som anvénts vid karakterisering &r t.ex. SDS-PAGE och Western-ligand
blots. For att karakterisera enzymatisk aktivitet hos renade rekombinanta 1gG-endoproteaser
(alternativt odlingsmedium fran S. equi /S. zooepidemicus kulturer) har renade antikroppar
(alternativt serum) fran olika djurslag anvants. Via samarbetet med Prof. Kristofer Rubins
forskargrupp vid Uppsala universitet, Prof. Dick Heinegards forskargrupp vid Lunds
universitet samt Prof. Richard W Farndale vid University of Cambridge, England har de
rekombinanta proteinerna CNE och FNE karakteriserats avseende matrixbindande
egenskaper.

Mastcellforsok

Professor Gunnar Pejlers forskargrupp vid SLU har under lang tid studerat mastceller. |
projektet har studerats hur levande respektive doda S. equi paverkar mastceller hos mus.

Cellforsok kollagen-kontraktionsmodell

Professor Rubins forskargrupp har vid sina studier av extracelluldra matrixproteiner satt upp
en modell bestaende av cellkulturer fran mus for att bl. a. studera olika mekanismer som
paverkar hur eukaryota celler interagerar med matrixproteiner sdsom t.ex. kollagen (kollagen
kontraktionsmodellen). Modellen har anvants for att studera hur olika rekombinanta S. equi
proteiner paverkar eukaryota cellers funktion.

Musforsok for att méata hur ett rekombinant protein (FNE) paverkar det “interstitial fluid
pressure” (IFP) in vivo

Professor Rolf Reed vid universitetet i Bergen har satt upp en musmodell vilken kan anvéndas
for att bl. a. mata hur olika komponenter paverkar ITP in vivo. Via samarbetet med Prof.
Rubin anvandes denna modell for att mata hur det rekombinanta S. equi proteinet FNE
paverkade ITP.

S. equi mutant

Ass. Prof. Andrew Waller forskargrupp vid Animal Health Trust, Newmarket, England har
satt upp ett system for att konstruera s.k. site specific mutants” i S. equi. | samarbete med
Wallers grupp konstruerades en mutant vilken saknar genen kodande fér FNE.
Infektionsstudier in vivo med FNE negativ mutant

I samarbete med Prof. Rubins forskargrupp studerades infektionsforloppet i mus vid en
subkutan infektion av den FNE negativa mutanten.

Vaccinationsforsok pa moss



Professor Jan-Ingmar Flocks forskargrupp vid Karolinska Institutet har sedan cirka 10 ar
tillbaka etablerat en experimentell S. equi — intranasal infektionsmodell pa moss.
"Kvarkamodellen” pa mus har visat sig fungera mycket bra och har anvéants i projektet for att
studera om rekombinanta proteiner i olika vaccinformuleringar framkallar ett skydd vid
senare S. equi infektion (challenge).

Resultat och diskussion
1gG-klyvande enzymer och vaccinationsforsok

Immunoglobuliner &r av central betydelse i vardens immunologiska férsvar. Patogena
streptokocker (och stafylokocker sasom S. aureus) ar tidigare kanda for att producera
extracelluldra proteiner vilka pa olika satt interagerar med immunoglobuliner (framst IgG).
De mest kdnda ar formodligen protein A (25) (fran S. aureus) och protein G (3) (fran humana
grupp G streptokocker) vilka specifikt binder till IgG fran olika djurslag vilket stor vardens
komplementaktivering. Vi har tidigare studerat de protein G liknande proteinerna EAG (S.
equi) och ZAG (S. zooepidemicus) vilka binder IgG pa liknande sétt som protein G.

Forutom att binda till 1gG kan &ven streptokocker sdsom Streptococcus pyogenes
producera ett protein (IdeS/Mac) vilket inaktiverar 1IgG genom att enzymatiskt specifikt klyva
sonder 1gG. Vi har tidigare rapporterat om extracellulara endoproteaser kallat IdeE fran S.
equi resp. ldeZ fran S. zooepidemicus vilka specifikt klyver vissa subklasser av 1gG hos hést
(14). I nuvarande projekt visade fortsatta bioinformatikstudier att S. equi &ven kodar for ett
IdeE-liknande protein kallat I1deE2 och S. zooepidemicus for ett protein kallat IdeZ2. Generna
kodande for IdeE2 och IdeZ2 klonades och de rekombinanta formen av proteinerna uttrycktes
i E. coli. Efter rening studerades den antikroppsklyvande formagan m.h.a. en panel av renade
antikroppar fran olika djurslag inklusive manniska (tabell 2). Resultaten visar att IdeE2 och
IdeZ2 har en partiellt dverlappande IgG endoproteasaktivitet jamfort med IdeE/IdeZ. En
viktig skillnad ar dock att IdeE2 och IdeZ2 effektivt klyver alla subklasser av 1gG hos hast
vilket skiljer dessa endoproteaser fran IdeE och IdeZ.

Table 2. Immunoglobulins from different species were incubated with recombinant
IdeE, IdeZ, 1deE2 or IdeZ2 from Hulting et al 2009 (7)

IdeE Idez IdeE2 Idez2
IgA mouse - - - _
IgM mouse — — - _
I9G mouse + + — _
IgA human - - — _
I9G human +++ +++ ++ +++
IgG horse + + +++ 4+
IgG rabbit +++ 4+ - _
IgG cat +++ -+ — _
IgG bovine ot ++ _ +
19G pig + 4 N -
1gG sheep ++ ++ _ _
1gG goat ++ ++ + _
Horse serum 1 : 100 + + +++ +++



IgY chicken - - - -

After incubation the samples were analysed using 8-25% SDS-PAGE. The proteolytic
efficiency of each enzyme is summarized in the table as follows: —, no cleavage; +, weak
cleavage; ++, medium cleavage or +++, strong cleavage.

Analyserar man aminosyrasekvenserna hos de IgG- klyvande proteinerna finner man att
IdeE2 och IdeZ2 saknar det integrin-bindande motivet RGD vilket forkommer bade hos IdeE
och IdeZ. Detta betyder troligen att férutom att de har olika enzymatisk aktivitet att de ocksa
skiljer sig i andra biologiska funktioner sasom interaktioner med véardceller.

I samarbete med Prof. Jan-Ingmar Flocks forskargrupp vid Karolinska Institutet
immuniserades moss med rekombinant IdeE och IdeE2 fran S. equi for att studera om
antikroppar mot proteinerna inducerar ett skydd vid senare experimentell infektion
(challenge) med S. equi. Resultaten visade att immuniseringar av IdeE och IdeE2 inducerade
ett skydd hos vaccinerade djur vid senare challenge (Fig.1).
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Figur 1. Vaccination och challenge-forsok i moss. Tre grupper av moss (10 i varje)
vaccinerades intranasalt med rekombinant IdeE, IdeE2 eller enbart med adjuvant som
kontroll. Efter vaccination infekterades mdssen intranasalt med S. equi och analyserades
dagligen for bakterietillvaxt i nosen samt viktforandring. Den 6vre bilden visar
bakterietillvaxt i en semikvantitativ fyrstegsskala dar O indikerar ingen tillvéaxt eller <5
kolonier, 1 indikerar 5-100 kolonier, 2 indikerar >100 kolonier och 3 konfluent bakterievaxt
pa agarplattorna. Den nedre bilden visar den procentuella viktminskning efter challenge



Resultaten rorande IgG klyvande enzymerna IdeE2 och IdeZ2 har sammanfattats i en artikel
med titeln ” Two novel 1gG endopeptidases of Streptococcus equi” av Hulting et al 2009
vilken publicerats i FEMS Microbiol Lett. (7). Vad som ocksa ar mycket intressant och
publicerats separat ar att hastar som immuniserats med IdeE och IdeE2 bildar antikroppar som
inhiberar enzymernas 1gG-klyvande aktivitet (4).

Fibronektin och kollagen-bindande proteiner

En patogen bakteries formaga att specifikt binda till komponenter hos varden ar en viktig
egenskap av betydelse i infektionsprocessen. Vi har tidigare rapporterat att S. equi och S.
zooepidemicus har flera extracelluléra proteiner vilka specifikt binder till olika proteiner i
extracelluldra matrix hos véarden. Under projekttiden har dessa studier fortsatt dar vi fokuserat
vara studier till en grupp proteiner vilka specifikt binder fibronektin och/eller kollagen (Tabell
1). Studierna har innefattat att forsoka kartlagga vilka delar av bakterieproteinerna som binder
fibronektin resp. kollagen. Dessa studier fortgar, bl.a. anvander vi biosensorteknologi for att
studera interaktionen mellan de bakteriella proteinerna och véardcellsproteiner. Vidare avser vi
att testa de fibronektin och kollagen-bindande proteinerna i den tidigare beskrivna
kollagenkontraktionsmodellen som beskrivits i referenserna 16 och 17.

Vi har dven fortsatt vart samarbete med Prof. Rubins forskargrupp vid BMC, Uppsala
universitet samt via Rubins kontakter samarbetat med Lunds universitet och Universitetet i
Bergen vilket resulterat i en publicerad en studie (17) rorande ett fibronektin och kollagen-
bindande protein fran S. equi kallat FNE (22). | cellforsok (kontraktionsmodellen) har vi visat
att FNE genom sin bindning till bade fibronektin och kollagen kan forstarka
kollagenkontraktionen runt celler. I djurforsok har vi visat att proteinet FNE paverkar det
“interstitial tissue pressure” (ITP) in vivo vilket kan ha betydelse vid 6dembildning vilket i sin
tur kan peka pa en ny mekanism i infektionsprocessen (17). For att ga vidare i dessa studier
har vi for avsikt att &ven studera S. equi in vivo. | samarbete med Ass. Prof. Andrew Wallers
forskargrupp vid Animal Health Trust, Newmarket, UK, har en specifik deletionsmutant
konstruerats som saknar genen kodande for FNE. Mutantens formaga att paverka
infektionsforloppet har undersokts i en infektionsmodell i vilken mdss har infekterats
subkutant. Prelimindra data pekar pa att det inte ar nagon signifikant skillnad mellan mutanten
och kontrollstammen nar man anvander denna infektionsmodell. Ar d& FNE en betydelselos
faktor i infektionsprocessen? Svaret ar formodligen nej. En tidigare studie visade att genen
kodande FNE forkom i alla undersdkta kliniska isolat av S. equi (21). Dessutom kan man
spekulera att nagon av de andra fibronektin-kollagen- bindande proteinerna (Tabell 1) kan
fungera som “back up” for forlusten av FNE. Vidare bér man dven undersdka mutanten i
andra infektionsmodeller.

| samarbete med Prof. Rubin har vi dven fortsatt vara studier av det kollagen-bindande
proteinet CNE fran S. equi och dess interaktion med extracellular matrix hos vérden (28).
Kollagenfibrer exponerar distinkta doméner vilka specifikt interagera med andra
matrixproteiner och vérdceller. Sammantaget visade forsoken att CNE binder till nativa
kollagenfibrer och att CNE specifikt inhiberar integrin a(V)B(3) beroende cellmedierad
kollagenkontraktion, PDGF BB-inducerad och a(V)B(3)-medierad adhesion till celler och
fibronektin-bindning till nativt kollagen. Vidare anvéndes ett peptidbibliotek vilket tackte hela
trippel helix- delen av kollagenproteinet for att identifiera det stélle till vilket CNE binder.
Resultaten visade att CNE binder till tva separata stallen dar t.ex. det ena ar kant for att binda
kollagenaser, samt andra matrixproteiner sasom fibronektin. Sammantaget ar resultaten
rorande FNE och CNE mycket intressanta da de pekar pa att S. equi kan uttrycka proteiner
som specifikt skulle kunna paverka omkringliggande matrix i infekterad vavnad. Resultaten
har publicerats i The Journal of Biological Chemistry forfattare van Wieringen 2010 (28).



Interaktionen mellan Mastceller och Streptococcus equi

En viktig del i vardens immunologiska forsvar mot bakterieinfektioner ar aktiviteten hos
vardens Mastceller. Den molekyléara bakomliggande mekanismen ar endast delvis kénd. |
samarbete med Prof. Pejlers forskargrupp har vi studerat hur S. equi interagerar med
Mastceller fran moss. Resultaten fran cellforsok dar levande alternativt varmeinaktiverade S.
equi celler samodlades visade bl. a. att levande bakteriecell i motsats till varmeinaktiverade
celler inducerade friséttning av flera olika cytokiner och kemokiner hos Mastcellerna men lag
frisattning av histamin. Resultaten visade ocksa att frisattningen av cytokiner och kemokiner
var starkt beroende pa cell-cell kontakt mellan levande bakterier och Mastceller. Resultaten
som bidragit till ett 6kat kunnande om Mastcellernas roll vid en S. equi infektion har
publicerats i Infection and Immunity 2010 Rénnberg et al 2010 (23).

Tillampad forskning

Ett av vara langsiktiga mal &r att resultaten fran var grundlaggande forskning, av de
extracelluldra proteinerna hos S. equi, ska kunna anvandas for att utveckla ett framtida vaccin
mot framst kvarka men dven mot infektioner orsakade av andra hastpatogena streptokocker
sasom S. zooepidemicus. | anslagsmottagarens forskningsgrupp bedrivs sedan manga ar ocksa
ett tillampat forskningsprojekt vars mal ar att utveckla i forsta hand ett vaccin mot kvarka.
Resultaten fran denna del av forskningen ar mycket lovande da det visar sig att vaccinering
med ett subunit-vaccin bestaende av en grupp rekombinanta S. equi proteiner ger ett mycket
bra skydd hos héstar vid experimentella vaccination/challengeforsok. Dessa forsok bedrivs
som ett samarbete mellan Intervacc AB, SLU, Karolinska institutet och Animal Health Trust,
Newmarket och resultaten har bl.a. redovisats i PLoS Pathogen Guss et al 2009 (4) samt vid
nationella och internationella moten sasom serien "Getting to Grips with Strangles” vilka
anordnas vartannat ar.

Upplysningsvis har anslagsmottagaren medel for vaccinutvecklingen fran foretaget Intervacc
AB (http://intervacc.com/index.php?lang=sv) vilket omfattar 16n och drift for en senior
forskare. Inga medel fran Stiftelsen Hastforskning har stott denna tillampade del av
forskningen.
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Rénnberg, E., Guss, B. and Pejler, G. (2010) Infection of mast cells with live streptococci
causes a toll-like receptor 2-and cell-cell contact-dependent cytokine and chemokine response.
Infect Immun, 78:854-864

Popularvetenskaplig artikel

Guss, B. (2008) Molekylarbiologi vapen mot kvarka. Miljéforskning 1: 21-22.
(Populérvetenskaplig artikel i FORMAS tidskrift)

Ovrig resultatférmedling under projekttiden

Under projekttiden medverkade anslagsmottagaren som inbjuden foredragshallare vid tva
internationella workshops rérande kvarka kallade ”Getting to grips with Strangles”. Det forsta
agde rum i maj 2008 (Skottland) dér titeln pa foredraget var ”Fibronectin-collagen binding
proteins in virulence” och det andra dgde rum i maj 2010 (Stockholm) dar titeln pa foredraget
var ”1gG endopeptidases of Streptococcus equi and Streptococcus zooepidemicus”. Vid
motena deltog ocksa forskarstuderande Greta Hulting samt forskaren Doc. Lars Frykberg fran
var forskargrupp.

I samtliga ovan ndmnda publikationer samt vid de internationella métena ”Getting to grips vid
Strangles” har anslagsmottagaren meddelat att Stiftelsen Hastforskning ekonomiskt stott
forskningen.

Vidare har resultaten fran forskningen presenterats for olika studentgrupper i olika kurser och
andra sammanhang vid SLU. Resultaten fran vaccinationsstudierna pa hast (4 ) (Guss et al
2009 PLoS Pathog) har ront stort intresse fran olika hall sasom internationell och nationell
press, radio och TV samt ett stort intresse fran naringen.

Ovrigt

Sammantaget har studierna varit mycket fruktsamma och lett till flera forskningssamarbeten
bade nationellt och internationellt (SLU, Uppsala univ., Lunds univ., Universitetet i Bergen,
University of Cambridge samt Animal Health Trust).
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