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Slutrapport
Nirhetsligering (proximitetsligering) for att pavisa bornavirusinfektioner
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Bakgrund
Bornavirus (Borna disease virus, BDV) ar ett RNA-virus som infekterar celler i centrala
nervsystemet (CNS) och orsakar neurologisk sjukdom hos bland annat hist, far, hund och
katt. I Sverige har BDV-infektion framst varit knutet till vingelsjuka hos katt, men virus
och/eller virusspecifika antikroppar har dven pavisats hos hést, lodjur och vilda faglar [1].
Nyligen har ett avidrt bornavirus (ABV) knutits till en sjukdom hos papegojfaglar som kallas
proventricular dilatation disease (PDD, sv. arasjukan) [2, 3]. BDV orsakar en persistent
infektion av CNS och dérfor kan endast sma mangder virus pavisas dér. Vid BDV-infektion
utvecklar histar oftast antikroppar @ven om titern kan vara lag [4]. Katter med vingelsjuka
utvecklar laga antikroppstitrar och ibland kan antikroppar ej detekteras med nuvarande
metoder [5]. Det finns darfor ett behov av kdnsligare metoder for att pavisa virusantigen i
vavnad och antikroppar i serum. En sadan metod dr nérhets- eller proximitetsligering
(proximity ligation assay, PLA), som kan anvindas for att pavisa protein bade i 16sning och i
vivnad [6]. Metoden bygger pa att oligonukleotider (bestimda DNA-sekvenser) kopplas till
antikroppar specifika for det protein som ska detekteras (figur 1A). Nér antikropparna binder
in till proteinet kommer DNA-stringarna nira varandra och kan da bindas samman med ett
enzym. Vid ndrhetsligering i vivnad (in situ PLA) bildas cirkuldrt DNA (figur 1B). DNA-
cirkeln kan sedan anviéndas for att forlinga en av oligonukleotidarmarna genom rullande
cirkelamplifiering (figur 1C). En fluorescensinmérkt oligonukleotid hybridiserar sedan in till
den amplifierade DNA-sekvensen och kan pa sa sitt detekteras (figur 1D). Vid
nirhetsligering i 10sning binds DNA-stringarna samman med enzym och dérefter kan den nya
DNA-sekvensen amplifieras med realtids-PCR. Med nérhetsligering kan ned till enstaka
proteinmolekyler pavisas bade i 16sning och i vivnad [7, 8].
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Figur 1. Principer for ndirhetsligering i véiivnad. A) Antikroppar specifika for madlprotein/er har
oligonukleotidarmar ldnkade till sig. B) Ndr de binder till malprotein kommer de néira varandra och DNA-
strangarna kan bindas samman med ett enzym. C) En av oligonukleotidarmarna kan forlingas med hjdlp av
rullande cirkelamplifiering. D) En fluorescensinmdrkt oligonukleotid binds in till den amplifierade DNA-
sekvensen och kan pd sa vis detekteras i fluorescensmikroskop.

Vid BDV-infektion utvecklas en kraftig lokal inflammation i CNS [9]. Trots det lyckas BDV
etablera en langvarig infektion i neuron och astrocyter. Hur BDV lyckas undkomma vérdens
immunsvar dr dnnu inte helt utrett. Tidigare studier har visat att BDV kan binda till olika
proteiner hos virden och pa sa sitt paverka olika signaleringsvagar [10]. Tva sadana
virdproteiner &r HMGB1 och Cdc2. HMGBI ér ett litet nukleért protein, som vid infektion



kan utsondras fran cellen och bidra till en 6kad inflammation [11]. Interaktionen mellan BDV
och HMGBI skulle kunna vara ett sitt for BDV att undkomma immunsvaret. Cdc2 dr ett
viktigt protein i cellcykeln [12]. Genom att paverka cellcykeln och ddrmed cellens tillvixt kan
BDYV underlitta en etablering av en persistent infektion. Hittills har dessa interaktioner mellan
virus och vird endast studerats i infekterade celler. Vi ville déarfor se om dessa interaktioner
dven sker i infekterade djur.

Syftet med denna studie var att utveckla nya kdnsliga metoder for att pavisa markorer vid
bornavirusinfektion. Dessa metoder dr PLA-baserade och syftar till att pavisa BDV-specifika
antikroppar i serum och cerebrospinalvitska (CSF) samt BDV-protein i hjdrnvédvnad i olika
djurslag. Vidare syftade studien till att pavisa proteininteraktioner mellan BDV och
infekterade djur. En 6kad kunskap om hur BDV kan etablera en langvarig infektion i hjarnan
hos djur dr nddvéndig for att i framtiden kunna utveckla behandlingsmdjligheter.

Material och metoder

In situ PLA for detektion av BDV-protein i celler och vivnad

Till att borja med anvindes persistent infekterade och icke-infekterade celler for att utveckla
och utvirdera metoden. En kaninpolyklonal och en musmonoklonal antikropp riktade mot
virusets fosfoprotein (BDV P) anvéndes. Direfter anvindes sekundéra antikroppar riktade
mot kanin- och musantikroppar. De sekundira antikropparna var konjugerade med
oligonukleotider (Olink Biosciences, Uppsala). Dérefter anvindes ett Duolink-kit (Olink
Biosciences) for hybridisering, ligering och slutligen detektion. Cellerna analyserades i
fluorescensmikroskop.

Hjarnvidvnad fran experimentellt infekterad ratta och naturligt infekterad hist och katt
studerades. Icke-infekterad ratta, hist och katt anvindes som negativa kontroller. Paraffinsnitt
lades ut pa objektsglas. Efter avparaffinisering och rehydrering, virmebehandlades vivnaden i
en tryckkokare for att 6ppna upp proteiner. Dérefter anvindes samma priméra och sekundira
antikroppar som ovan, foljt av samma detektionssystem. For att bli av med bakgrund i form
av autofluorescens, samt for att behalla den morfologiska bilden, omvandlades fluorescerande
signal till ett firgomslag som kan ses i vanligt ljusmikroskop (DuoCISH, Dako, Glostrup,
Danmark).

In situ PLA for detektion av BDV-specifika antikroppar i serum

Serum fran experimentellt infekterad katt samt fran en negativ kontrollkatt anvéindes [13]. En
antikropp riktad mot kattantikroppar liksom en polyklonal kaninantikropp riktad mot BDV P
konjugerades med oligonukleotider (Probemaker, Olink Biosciences) och anvindes som
sekundira antikroppar. Serum fran katterna sattes i en spadningsserie i brunnar med BDV-
infekterade celler (figur 2). Som kontroll sattes &ven samma serum pa icke-infekterade celler.
Efter ett inkubationssteg tillsattes de sekundéra antikropparna. Dérefter utférdes
hybridisering, ligering och detektion i enlighet med ovan. For jamforelse anvidndes ett indirekt
immunofluorescenstest (IFT). Serum sattes till infekterade respektive icke-infekterade celler
pa samma sitt som vid in situ PLA for antikroppsdetektion. Istillet for de
oligonukleotidkonjugerade antikropparna anvéndes fluorescensinmirkta antikroppar riktade
mot kattantikroppar. Direkt efter inkubation med den sekundéra antikroppen avlistes
resultaten i ett fluorescensmikroskop.
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Figur 2. Principen for detektion av BDV-specifika antikroppar i kattserum.

In situ PLA for att pavisa proteininteraktioner mellan BDV och dess viird

Forst anvindes persistent infekterade celler for att pavisa proteininteraktioner mellan BDV
och dess vird. Antikroppar riktade mot BDV P och nukleoproteinet (BDV N), liksom
antikroppar riktade mot vérdproteinerna HMGB 1, Cdc2 och DLCS anvindes. Dessutom
anvindes antikroppar riktade mot fosforylerat serin, for att se om BDV P var fosforylerat. I
Ovrigt anvdndes samma sekundira antikroppar och detektionssystem som tidigare beskrivits.
Hjarnvivnad fran ratta och hést anvindes for att studera proteininteraktioner. De behandlades

pa samma sitt som vid virusdetektionen, varefter antikroppar mot virusprotein och

virdprotein tillsattes.




Resultat

Detektion av BDV-protein med hjilp av in situ PLA

For att gora en forsta utvirdering anvindes BDV-infekterade och oinfekterade C6-celler, som
ar en astrocytomcellinje fran ratta. En tydlig skillnad mellan infekterade (se figur 2A i
Ligesrapport) och icke-infekterade celler (figur 2B, Lagesrapport) kunde ses, dér de
infekterade visar ett starkt uttryck av virusprotein vilket saknas i de icke-infekterade. Dérefter
analyserades hjirnvivnad fran experimentellt infekterad ratta (figur 2C, Ligesrapport). Aven
dir ses ett tydligt uttryck av virusprotein i vissa celler. For att veta vilka typer av celler som é&r
infekterade kan dubbelfirgningsteknik anvindas. Da anvinds forutom antikropparna mot
bornavirus dven en antikropp riktad mot cellspecifikt protein. Ett sadant protein dr GFAP
(glial fibrillary acidic protein) som é&r specifikt for astrocyter. I figur 2D (Ligesrapport) ses
hjarnvdavnad fran katt och i figur 2E (Légesrapport) hjarnvivnad fran hést som dr
dubbelinfiargad for bornavirusprotein och GFAP. Bade BDV-infekterade astrocyter, liksom
andra infekterade celler kan ses.
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Figur 3. Jamforelse mellan IHC och in situ PLA. IHC for BDV P i 3A) experimentellt infekterad rdtta
och 3B) i icke-infekterad ratta. In situ PLA for BDV P i 3C) experimentellt infekterad ratta, 3D) icke-
infekterad ratta, 3E) naturligt infekterad héist och 3F) icke-infekterad hist.

I och med att hjarnvédvnad &r bendgen att ge fluorescens av sig sjilv (autofluorescens), vilket
forsvarar tolkningen av resultat, beslot vi att konvertera fluorescenssignalerna till signaler
som kan studeras i vanligt l[jusmikroskop. For att jamfora den nya metoden anvénde vi dven
vanlig immunhistokemi. I figur 3 visas jaimforelse mellan IHC (figur 3A och 3B, ratta) och in
situ PLA (figur 3C och 3D (ratta), figur 3E och 3F (hist)). Med in situ PLA sags samma



infargningsmonster som vid IHC, men nagot fiarre BDV-positiva celler. Det beror sannolikt
pa en hogre selektivitet vid in siru PLA, dér tva antikroppar (en polyklonal och en
monoklonal) maste binda till BDV P for att kunna ge upphov till en signal. Den storre
mingden signal vid IHC kan dérfor bero pa en viss korsreaktivitet hos det polyklonala
antiserat.

Katter med vingelsjuka studerades ocksa, men dér uppvisar de negativa kontrollerna en for
hog bakgrund for att resultaten ska vara tillfredsstidllande. Vi arbetar vidare med att fa ned
denna bakgrund.

Narhetsligering for detektion av antikroppar i serum

For att utvérdera nérhetsligering for detektion av antikroppar i serum jaimforde vi med IFT,
som #r den idag mest anvdnda metoden vid bornavirusserologi. Nér serum fran experimentellt
infekterad katt testades med IFT erholls en antikroppstiter om 1:40-1:80. In situ PLA gav en
hogre titer pa minst 1:320, vilket betyder att kidnsligheten &r tva-tre ganger hogre (figur 4).

Inf katt 1:80 IFT Inf katt 12320

Inf katt 1:320

Figur 4. Jamforelse mellan IFT och nérhetsligering for detektion av antikroppar i serum. Serum frdan
experimentellt infekterad katt anvindes i olika koncentrationer. Med IFT kunde antikroppar pavisas
vid en titer pa 1:40-1:80. Med niirhetsligering kunde serat spddas ner till 1:320. Signalen dr betydligt
tydligare och starkare vid ndrhetsligering, vilket gor att serat kan spddas ytterligare. Inga signaler ses
ndr kattserat sdtts pad icke-infekterade celler.

In situ PLA for att pavisa proteininteraktioner mellan BDV och dess viird

Samtliga tidigare publicerade interaktioner (BDV P + HMGBI1, BDV P + Cdc2, BDV N +
Cdc2) kunde for forsta gangen visualiseras i infekterade celler. Dessutom kunde vi pavisa
tidigare okiinda interaktioner (BDV N + HMGB1, BDV P + DLC8) [14]. De senare behover
dock bekriiftas med andra metoder. Didrefter testades nagra av dessa interaktioner i vivnad
fran sjuka djur. I experimentellt infekterad ratta kunde interaktion mellan BDV P och
HMGBI, samt BDV N och Cdc2 pavisas i spridda neuron (figur 5A och 5B). I hidst med
bornasjuka kunde didremot endast interaktionen mellan BDV N och Cdc2 pavisas, dven da i
spridda neuron (figur 5C). Fosforylerat BDV P kunde pavisas i neuron och astrocyter hos
bade ratta och hést (figur 5D och SE).
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Figur 5. In situ PLA for att pavisa proteininteraktioner mellan virus och vird. 5A) Interaktion mellan
BDV P och HMGBI (rdtta). 5B) Interaktion mellan BDV N och Cdc2 (ratta). 5C) Interaktion mellan
BDV N och Cdc2 (hdist). 5D) Fosforylerat BDV P i ratta och 5E) hdist.

Diskussion

BDV orsakar en persistent infektion i CNS hos flertalet diggdjur och faglar. I och med den
langvariga infektionen ar det ofta laga méngder virus i CNS. Antikroppar utvecklas inte heller
alltid eller bara i sma méngder, ibland under detektionsnivan. Det finns dirfor ett stort behov
av kénsligare metoder for att pavisa virus pa plats i vavnad och antikroppar i serum. Vi
anvinde oss av nédrhetsligering (in situ PLA), som ir en ny kénslig och specifik metod for att
pavisa proteiner och proteinkomplex.

Med hjdlp av nérhetsligering har vi kunnat pavisa bornavirusprotein i hjarnan hos
experimentellt infekterad ratta och hist med bornasjuka (figur 3). Jimfort med den géngse
metoden idag, immunhistokemi (IHC), sag vi nagot firre infekterade celler. Det beror
sannolikt pa en hogre selektivitet i och med att nérhetsligering kriver att tva antikroppar
binder in till samma protein for att ge upphov till signal. Dessutom kan en del av den signal
som ses vid IHC bero pa korsreaktivitet hos den anvinda antikroppen, vilket delvis ger en
ospecifik signal. Nirhetsligering ger alltsa en specifikare signal och sikrare diagnos, i och
med att det blir farre falska positiva resultat. Hos katter sag vi tyvirr for liten skillnad mellan
infekterad vdvnad och vivnad fran katter utan kliniska symtom pa vingelsjuka. Detta &r nagot
som vi kommer att arbeta vidare med.



Nirhetsligering for att pavisa antikroppar i serum visade sig ha omkring 2-3 ganger sa hog
kinslighet jaimfort med IFT (figur 4), som 4r den metod som anvinds mest idag. Antikroppar
kan inte alltid patriffas hos sjuka djur nir IFT anvinds, vilket kan bero pa lag kinslighet. Vid
en persistent infektion i CNS dr det heller inte sikert att antikroppar kan ses i serum. En
kénslig metod som nirhetsligering skulle alltsa littare fanga upp ett positivt serologiskt svar
och ge mojlighet till att en diagnos stills tidigare.

Hur BDV kan undkomma den massiva inflammation som uppkommer i CNS ér till allra
storsta del dnnu oként. Metoder for att studera proteininteraktioner mellan virus och vidvnad
fran sjuka djur har tidigare saknats. Introducerandet av nérhetsligering som metod har 6ppnat
upp helt nya mojligheter for sadana studier. Har testade vi nagra tidigare kidnda
proteininteraktioner i vdavnad fran ratta och hist (figur 5). Vi tror att nédrhetsligering kommer
att vara en viktig metod for att kunna studera sjukdomsmekanismer direkt i vdvnad fran sjuka
djur. Sadana studier har tidigare i stort sett varit begransade till cellmodeller. Framtida studier
dér nérhetsligering anviénds for att studera hur virus och vird interagerar med varandra dr
viktiga for att generera ny kunskap om hur infektion och sjukdom uppkommer. En kunskap
som kan leda till nya behandlingsstrategier.
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Ovrig resultatformedling till niringen
Under 2008-2010 har bakgrunden till projektet beskrivits och resultat presenterats i féljande
sammanhang:

1. Muntlig presentation vid International Berlin Symposium on Bornavirus Infections,
2008-01-26, Berlin, Tyskland. Bakgrund till projektet och resultat fran in situ PLA
presenterades.

2. Posterpresentation vid 2nd Annual Meeting of Epizone, Brescia, Italien, 2008-06-
04—06. Epizone ir ett EU-nitverk for epizootiska sjukdomar, med veterinirinstitut
och universitet fran de flesta EU-ldnder. Bakgrund till projektet och resultat fran in
situ PLA presenterades.

Leuchowius K-J, Wensman JJ, Blomstrom A-L, Berg A-L, Landegren U, Beldk S,
Soderberg O & Berg M. Detection of Borna disease virus antigen by in situ proximity
ligation assay.

3. Muntlig presentation vid Veterindrkongressen, Uppsala 2008-11-06—07, under titeln
Vingelsjuka hos katt — studier av bornavirus. Bakgrund till projektet och resultat fran
in situ PLA presenterades.

4. Posterpresentation vid Uppsala BIO—AngStrdm 2008-11-18, som ér ett mote for
universitet och industri under rubriken New Diagnostics — Needs, Demands and
Technical Solutions.
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6. Muntlig presentation under titeln Feline Borna disease vid kongressen for European
Society of Feline Medicine i samband med prisutdelningen av the European Advisory
Board of Cat Diseases and Merial Young Scientist Award, Cavtat, Kroatien, 2009-06-
19—21. Bakgrund till projektet och resultat redovisades.

7. Muntlig presentation vid 8th International Congress of Veterinary Virology, Budapest,
Ungern, 2009-08-23—26. Bakgrund till projektet och resultat redovisades.
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