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AGRIP
Sumarexem er ofnaemi gegn proteinum sem berast i hross vid bit smamys af
@ttkvislinni Culicoides, en tegundir af pessari @ttkvisl lifa ekki hér 4 landi. Ol1
hrossakyn geta fengid ofnemid en pad er afar algengt i Gtfluttum islenskum hestum.
Sumarexemid er ofnemi af gerd I 4 Th2 braut en pvi fylgir framleidsla & IgE og losun
4 bolgupattum. Markmid verkefnisins var ad finna leid til ad styra dnamissvari hesta
4 Th1 braut. Farnar voru eftirfarandi leidir ad markmidinu; 1) préadar voru
tjdningarferjur til DNA bolusetninga, 2) profadar voru in vitro CpG radir og peptid
sem nota maetti sem 6naemisglada, 3) profadur var in vivo Monophosphoryl-lipid A
(MPL) tilbtinn Th1 énamisglaedir.

Human serum albumin (HSA) gen var notad til ad profa tjaningarferjur og
HSA prétein til ad bolusetja og drva med i frumuraekt. Tjaning préteina i frumurakt
var numin i 6naemisprykki. Métefni voru maeld med elisupréfi, frumufjolgun med
upptoku 4 thymidini og sett var upp TagMan rauntima PCR adferd til melingar 4
bodefnum.

Tjaning HSA 4 sjo mismunandi spendyratjaningarferjum var borin saman {
fjérum gerdum af hestafrumuraektum. Med intron A og heilli Kozak r6d tokst ad
endurbeeta tjaningu ferjanna i hestafrumum. Polyarginine (pR) peptid 6rvadi
hvitfrumur hesta eitt og sér og med vaka en ekki Muramyl dipeptid (MDP). Tém
bluescriptferja og ferja med auka hestastefjum (GTCGTT) 6rvudu hestahvitfrumur en
ekki ferja med auka musastefjum (GACGTT). Fjorir hestar voru bolusettir prisvar
sinnum med HSA proéteini i MPL gladi og til samanburdar myndad HSA ofnemi i
tveimur hestum med HSA 1 alum gledi. Sem Thl vidmid var notud svorun hestanna
vid y-herpesveiru. HSA/MPL hestar svorudu sértaekt 8 HSA med 6rlitid heerra IFN-
v/IL-4 hlutfalli, mun 6st6dugra IgE og svipudu IgG snidi midad vid HSA/Alum
ofnamishestana. Samanborid vid herpes sértaekt svar hestanna er vafasamt ad MPL
glaedir einn og sér sé nagilegur til ad Thl styra 6namissvari i fullordnum hrossum.
Hins vegar veeri kjorio ad nyta adrar nidurstodur verkefnisins til ad bata um betur.
bannig metti frumbolusetja med ferjunni, sem best var tjad 1 hestafrumum, auka

hestastefjum og pR peptidi og endurbdlusetja sidan med MPL.
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ABSTRACT

Summer eczema (SE) or equine insect bite hypersensitivity (IBH) is a recurrent
seasonal dermatitis of horses, an allergy to the bites of Culicoides spp. (midges). It is
a Th2 immune reaction, a type I hypersensitivity with IgE antibody production and
release of inflammatory molecules. All breeds of horses can be affected but Icelandic
horses born in Iceland and exported to the continent, are more strongly affected than
most other breeds, but Culicoides spp. are not native to Iceland. The aim of this study
was to find a way to Thl direct the immune response of horses. The following
methods were used to achieve the aim; 1) vectors that could be used for DNA vaccine
in horses were developed, 2) CpG motifs and peptides that could be used as adjuvants
were tested in vitro, 3) the Thl clinical grade adjuvant Monophosphoryl-lipid A
(MPL) was tested in vivo.

Human serum albumin (HSA) gene was used to test vectors and HSA protein
to vaccinate and stimulate with. Protein expression in vitro was monitored in Western
blot. Antibodies were measured in ELISA, cell proliferation with thymidine
incorporation and a quantitative real time PCR TagMan method was developed to
measure cytokines.

Seven different mammalian vectors were compared for the expression of HSA
in four types of horse cells. Increased expression in horse cells was achieved with
intron A and whole Kozak concensus. Polyarginine (pR) peptid but not Muramyl
dipeptid (MDP) stimulated PBMC from horses by itself and with a specific antigen.
Empty bluescript plasmid and plasmid with extra horse motifs (GTCGTT) stimulated
PBMC from horses but not plasmid with extra mouse motifs (GACGTT). Four horses
were immunised three times with HSA protein and MPL. Allergy was induced in two
horses with HSA protein and alum for comparison. Immune response of the horses
against y-herpes virus was used as a Th1 control. The HSA/MPL horses responded
with slightly higher IFN-y/IL-4 ratio, transient but not stable IgE and similar IgG
subclass profile as compared with allergic HSA/Alum horses. It is probably not
enough to use MPL alone to Thl direct the immune response of adult horses. For this
purpose it would however be worth while to also make use of the in vitro results of
the project. This could be done by priming horses with the vector, that was most
efficiently expressed in horse cells, together with extra CpG’s and pR peptid and then
boost with MPL.



PAKKARORD

Eg vil fyrst og fremst pakka Sigurbjorgu Porsteinsdottur adalleidbeinanda minum
fyrir gdda leidsogn og studning. Einnig vil ég pakka 66rum i sumarexemverkefninu
peim Vilhjalmi Svanssyni fyrir gott samstarf og alla adstodina og Porunni Soley
Bjornsdottur fyrir gott samstarf. bakka 6llum i sumarexemhopnum fyrir freedandi
umradur 4 fundum. Eg vil pakka Sigurdi Ingvarssyni og Sigurveigu b. Sigurdardottur
sem voru i meistaranamsnefnd.

Samstarfsfolki minu 4 rannsoknastofunni vil ég pakka fyrir alla adstodina, gott
samstarf og sérstaklega fyrir godan starfsanda. Eg vil sérstaklega pakka 6drum
nemum sem ad ég vann med 4 Keldum. Einnig vil ég pakka peim Gudmundi
Einarssyni og Sigurdi H. Helgasyni fyrir adstod med hestana 4 Keldum og Agusti
Sigurdssyni fyrir ad gefa hesta i verkefnid.

Eg vil pakka samstarfsadilum okkar i Dyrasjukdomadeild Haskélans i Bern,
Sviss og pa sérstaklega Eliane Marti fyrir gott samstarf og fyrir ad sja um IgE
melingarnar.

Tilraunastod Haskola Islands i meinafradi ad Keldum veitti verkefninu
adstddu og pad var styrkt af Framleidnisj6odi landbinadarins, Rannis,

Rannsoknanamssjodi (Rannis), Adstodarmannasj6di H.I. og Rannsoknarsjodi H.1.
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INNGANGUR

Sumarexem (SE), sem 4 ensku kallast “equine insect bite hypersensitivity” (IBH) eda
“sweet itch”, er langvinnt, arstidarbundid ofnemi 1 hrossum gegn proteinum sem
berast vid bit smamys af attkvislinni Culicoides en pessar flugur kallast "biting
midges" & ensku. Ofnamid er vandamal i islenskum hestum & erlendri grund en pessi
attkvisl myflugna lifir ekki 4 [slandi. Bitmyid hérlendis er af attkvislinni Simulium
og kallast "black flies" 4 ensku. Oll hrossakyn geta fengid ofnamid og pad er
sérstaklega algengt i islenskum hestum erlendis. Islenskir hestar sem fluttir eru it eru
namari en peir sem alast upp med flugunni erlendis. Synt var fram 4 med
faraldsfraedilegri rannsokn ad tioni sumarexems i Gtfluttum hestum gat verid allt ad
50% ef peir h6fou verid 2 ar eda meira & flugusvedum og ekkert var gert til ad verja
pa (Bjornsdottir et al., 2006). Sumarexemid er i flestum tilvikum ofneemi af gerd I
(Type I hypersensitivity) en pvi fylgir framleidsla & sértaeku IgE, losun 4 histamini,

leukétrinum og 68rum bdlgupattum fra mastfrumum og basafrumum.

1.1 Onzmiskerfio

Varnarkerfi likamans ma skipta 1 tvennt, medfedda og dunna dnemiskerfio.
Onazmiskerfid greinir eigin sameindir fr4 framandi sameindum sem eru énamisvakar
og reesa kerfid til varnar. Fyrstu vidbrogo hysils gegn sykingu eru had medfedda
onaemiskerfinu sem pekkir haettubod (danger signals) og bregst vid syklum en skortir
getu til ad pekkja dkvedin sykil. Aunnid énaemissvar er vidbragd vakasértakra
eitilfrumna gegn vaka og proast i 6nzemisminni. Aunna énamiskerfid byggist 4
klonavali (clonal selection) eitilfrumna sem hafa mjog sértaeka vidtaka sem gerir
onzmiskerfinu kleift ad pekkja utanadkomandi vaka. Vid dunnid onemissvar fjolga
vakaseértakar eitilfrumur sér og proskast i verkfrumur (effector cells) sem tGtryma
vanalega syklinum. Aunna énamissvarid framleidir einnig langlifar minnis
eitilffrumur pannig ad vid endursykingu fast hradara og skilvirkara svar. Hvitfrumur
(leukocytes) eru frumur 6nemiskerfisins og eru myndadar fra forverafrumum i

beinmerg og flokkast m.a. i kornfrumur (granulocytes) og eitilfrumur (lymphocytes).



1.1.1 Hyvitfrumur onzemiskerfisins

[ bl6dinu eru kornfrumur; dauffrumur (neutrophils), syrufrumur (eosinophils) og
basafrumur (basophils) sem vid sykingu og bolgu fara inn i vef og proskast i
verkfrumur. Stoéraetur (macrophages) og mastfrumur (mast cells) ljuka proskuninni {
vefjum par sem peer eru verkfrumur i fremstu linu varnasvars hysils og hefja
boélgusvar. Storaetur innbyrda og eyda bakterium og kalla til adrar atfrumur eins og
dauffrumur r blodi. Mastfrumur seyta med Gtfrumun frymiskorna (exocytic), p.e.
seyta Ut bolguhvetjandi efnum eins og histamini pegar vefur verdur fyrir hnjaski og
eru taldar stjorna varnarsvari gegn snikjudyrum og einnig koma af stad ofnaemis
bolgusvari. beer kalla & vettvang syrufrumur og basafrumur sem einnig seyta med
utfrumun frymiskorna. Angafrumur (dendritic cells) koma inn i vef sem 6proskadar
frumur par sem paer sérheaefast, innbyrda vaka og fara inn i eitla sem synifrumur
(antigen presenting cell). Frumurnar taldar upp hér ad ofan eru verkfrumur medfaedda
onaemiskerfisins sem sja um at, hreinsistorf og syningu 4 6nemisvokum. NK frumur
eru eitilfrumur en teljast til medfeedda onaemiskerfisins vegna skorts 4 sértekum
vidtokum.

Verkfrumur dunna 6nzmiskerfisins eru eitilfrumur, B eitilfrumur sem proskast
i beinmerg og T eitilfrumur sem proskast 1 hostarkirtli (thymus). Rasing dunna
onamissvarsins verdur pegar T fruma pekkir akvedinn vaka 4 yfirbordi synifrumu
(t.d. angafrumu). Prju helstu starfsliffaeri 6neemiskerfisins eru; milta sem safnar
vokum ur blodi, eitlar sem safna vokum fra syktum adliggjandi vef og eitlar sem
tengdir eru slimhudum og safna vékum fra peim. Aunna énzmissvarid hefst i pessum
starfslifferum dnamiskerfisins par sem T frumur rekast 4 vaka, fjolga sér og proskast
i vakasértekar verkfrumur medan B frumurnar med hjalp fra T frumum fjélga sér og

proskast i métefna-seytandi frumur.

1.1.2 Meofzedda onzemiskerfid

Medfedda onemiskerfid er margpatt og til pess telst medal annars yfirbord likamans
eins og hud og slimpekja o.fl. en pad hindrar ad syklar komist inn i likamann. Ef
sykill kemst i gegnum pessa ytri hindra taka vid onnur varnakerfi eins og leysanleg
protein og lifvirkar litlar sameindir sem ma alltaf finna i utanfrumuvékvanum (t.d.
magnaproétein (complements) og defensins) eda er seytt ur ur frumum pegar per eru

raestar (t.d. bodefni sem hafa ahrif 4 adrar frumur, bolgubodefni sem lada ad



boélgufrumur o.fl. prétein og ensim). Einnig notar medfaedda dnemiskerfid
mismunandi vidtaka til ad pekkja og bregdast vid sykli (Chaplin, 2006). beir
hvitfrumuvidtakar sem pekkja yfirbord sykils bindast oft endurteknum einingum sem
mynda munstur eins og sykrum eda fitu einingum sem ma finna a yfirbordi drvera
(pathogen associated molecular patterns, PAMP) en ekki 4 frumum hysilsins og eru
hattubod og kallast vidtakarnir pvi “pattern-recognition receptors, PRR”. Sumir af
pessum vidtokum eins og mannosavidtaki & storatfrumu raesa agnaat medan adrir resa
seytingu sameinda sem athtida sykil en pad ytir undir ad hann sé étinn eda med pvi ad
virkja magnakerfid. Viotakar medfaedda onemiskerfisins sem pekkja sykla gegna
einnig pvi hlutverki ad resa bolgusvar, draga ad fleiri verkfrumur, varna pvi ad
sykingin dreifist og raesa dunnid énamissvar. Aunna énamissvarid er rast med
akvedinni vidtakafjolskyldu sem kallast Toll-likir vidtakar (Toll-like receptors, TLR).
TLR eru PRR sem pekkja og bregdast vid sameindamunstrum sem ma finna a
yfirbordi og inn i syklum. TLR virkja NFkB umritunarpztti sem koma af stad umritun
margra gena, par 4 medal peirra sem tja bodefni, bolgubod og hjalparbodsameindir
sem eru 6missandi vid ad styra svari dunna 6naemiskerfisins. Helst ma finna TLR &
storatfrumum og angafrumum en peir eru einnig 4 dauffrumum, syrufrumum,
pekjufrumum og hyrnisfumum. Pekktir eru 10 mismunandi TLR { ménnum og na
vidtakarnir { gegnum frumuhimnuna med utanfrumuhneppi sem er leusin-rikt og
innanfrumuhneppi sem er likt innanfrumuhneppi IL-1 vidtaka (Toll/IL-1 receptor,
TIR) sem er mikilveegt hneppi til ad koma bodum aleidis (Chaplin, 2006; Kaisho and
Akira, 2006). Flestir vidtakarnir eru yfirbords gegnumhimnuprétein nema tveir (TLR3
og TLRY) sem eru inni i frumunni og ma skipta peim 1 hopa eftir pvi hvad peir pekkja,
b.e. fitu, protein eda kjarnsyrur. TLR4 pekkir lipopolysaccaride (LPS) sem er utan &
gram-neikvaedum bakterium. Adrar bakteriur, sem ekki hafa LPS, hafa t.d.
peptiosykrur, fituprotein eda fitupeptid sem TLR1, TLR2 og TLR6 vidtakar pekkja.
TLRS5 pekkir proteinid flagellin sem er 4 svipubakterium. Hatt hlutfall af
ometilerudum CpG stefjum er ad finna i bakteriu- og veiru erfdaefni sem TLR9
pekkir. TLR7 og TLR8 vidtakar nema einpatta RNA eda veirusameindir eins og
imidazoquinoline. TLR3 vidtakinn pekkir dSRNA sem er i veirusyktum frumu
(Kaisho and Akira, 2006).

TLR bod i gegnum TIR geta leitt til virkjunar 4 nokkrum umritunarpattum eins
og NF-«kB og mismunandi IRF (IFN regulatory factor). Flestir TLR virkja svipada
bodleid en sumir TLR virkja sér bodleid. TLR2/4 virkja MyD88-hada bodleid



(TIRAP/MyDS8S8 - IRAK4 - TRAF6 - TAK1 - IKKp - IkB/NFkB). TLR3/4 virkja
MyD88 6hada bodleid sem er TRIF had (TRIF - mismunandi ferli sem leida til
raesingar 4 IRF-3 eda NFxB). TLR7/9 virkja MyD88 hada bodleid (MyDS88 -
mismunandi ferli sem leida til reesingar 4 IRF-7 eda NFkB). TLR rasa framleidslu &
boélgubodefnum eins og IL-1, IL-6 og TNF-a. Flestir TLR 6rva synifrumur til ad
framleida IL-12 og IL-18 sem yta undir Th1 frumuproskun. Einnig rasa sumir TLR
framleidslu & interferonum af gerd I (Type I IFN) eins og IFN-a og IFN-f sem eru
mikilvaegir { dneemissvorun gegn innanfrumu veirusykingum (Kaisho and Akira,

2006; Suzuki and Saito, 2006).

1.1.3 Aunna énzemiskerfio

bad sem einkennir dunna énemiskerfid er hafileiki til ad greina 4 milli eigin
sameinda og utanadkomandi sameinda, fj6lbreytileiki, ndkvaemni og minni.
Eitilfrumur hafa tv adskilin kerfi til ad pekkja utanfrumu og innanfrumu sykla. B
frumur hafa 4 yfirbordi frumunnar 6namisglébilin sem vidtaka (B cell receptor,
BCR) fyrir vaka og vid rasingu seyta frumurnar 6nemisglobulinum sem eru
leysanleg motefni sem veita vorn gegn syklum i utanfrumuvokvanum. T frumur hafa
vidtaka (T cell receptor, TCR) sem pekkja peptidbuta innanfrumu sykla sem hafa
verid fluttir med vefjaflokkasameindum (major histocompatibility complex, MHC)
upp & frumuyfirbord synifruma. Tveir flokkar MHC sameinda, MHC I og MHC II,
flytja peptio fra mismunandi innanfrumulifferum til ad syna pau mismunandi geroum
af verkfumum T frumna: CD8 T drapsfrumum sem drepa syktar markfrumur og CD4
T frumur sem adallega virkja storatfrumur og B frumur. T frumur sja um
frumubundna 6naemissvarid og veita einnig B frumum mikilvaga hjalp vid
motefnasvar dunna énemiskerfisins.

Eitt af mikilvaegustu hlutverkum dunna énamiskerfisins er verndandi 6na@mi

gegn endursykingu og er hao eitilfrumum sem midla langlifu éneemisminni.

1.1.3.1 T eitilfrumur
Hver T eitilfruma hefur TCR sem er sérteekur, p.e. engir tveir vidtakar eru eins vegna
klénavals. Hver vidtaki binst akvednu peptidi 4 vefjaflokkasameind. Bod gegnum

TCR er had CD3 sameindafloka 4 T frumunni. Til ad T fruma 6rvist vid bindingu



vaka purfa ad koma til vidbodtar hjalparbodsameindir, sem eru CD28 &4 T frumu og
CD80 (B7.1) eda CD86 (B7.2) 4 synifrumum. { hostarkirtli proskast T frumur i
undirhépa og tja mismunandi hjalparvidtaka sem heaegt er ad nota sem audkenni, CD4
hjalparvidtaki & T hjalparfrumum (helper cells, Th cells) eda CDS hjalparvidtaka 4 T
drapsfrumum (cytotoxic T cells). CD4 og CD8 eru hjalparvidtakar i samskiptum T
frumna vid synifrumur en peir auka stodugleika med pvi ad tengjast MHC
vefjaflokkasameindunum pegar TCR binst vaka 4 MHC. T frumur sem tja badi CD4
og CD25 og seyta TGF-f og IL-10 hafa adra virkni og teljast til T stjérnfrumna
(Chaplin, 2006).

Syning onaemisvaka fyrir T frumur fer eftir tveimur leidum, innrenu og
utreenu leidinni. Innanfrumusyklar eda vakar eru syndir af vefjaflokkasameind I
(MHC class I). Stort fjoleininga meltiensim (proteasome) brytur nidur protein sykils
eda vaka sem er i umfrymi i peptid, um 8-12 aminésyrur ad lengd, sem flutt eru inn i
frymisnet (endoplasmic reticulum, ER) af proteinum sem flytja inn peptid
(transporters associated with antigen processing, TAP) og bindast par
vefjaflokkasameindum I. Vefjaflokkasameindir med peptidi flytjast upp ad yfirbordi
frumu 1 gegnum golgikerfio. CD8 T frumur pekkja vakann sem vefjaflokkasameindir
I syna 4 yfirbordi frumunnar. Utanfrumu syklar eda vakar eru syndir af
vefjaflokkasameindum IT (MHC class II). Pegar protein koma inn i frumu fra
utanfrumurymi eru pau edlissvipt og brotin nidur i peptid buta, 12-20 aminésyrur af
lengd 1 innanfrumubodlum (lysosomes). Pessi peptid bindast vefjaflokkasameindum II
sem sidan eru fluttar ad yfirbordi frumunnar og syndar vakasértekum CD4 T frumum
(Hartl et al., 2004; Marciani, 2003).

Th frumurnar proskast i verkfrumur med mismunandi virkni eftir pvi hvada
bodefni og hjalparbodsameindir eru til stadar pegar synifrumur rasa paer. CD4 T
meyhjalparfrumur (naive Th cells) skiptast i prja flokka, Th1, Th2 og Th17 frumur,
eftir pvi hvada bodefnum paer seyta eftir 6rvun (sja mynd 1). CD4 T meyfruma sem
orvud er af synifrumu sem seytir [IL-12 um leid, proskast i verkfrumu sem framleidir
IFN-y, IL-2 og TNF- og kallast Thl fruma. IL-12 er adallega framleitt af
storatfrumum og angafrumum. Einnig er proskun i Thl frumu had IFN-y sem
framleitt er af annarri frumu medfaedda onemiskerfisins, liklega NK frumu eda y6 T
frumu. CD4 T meyfruma sem 6rvud er af synifrumu pegar IL-4 er { umhverfinu,
proskast i verkfrumu sem framleidir IL-4, IL-5, IL-9 og IL-13 og kallast pa Th2
fruma. Upphaf proskunar i Th2 frumu er ekki ad fullu pekkt en pad er ekki vitad



hvada fruma framleidir IL-4 i byrjun, hvort pad er Th meyfruman sjalf, mastfruma
og/eda basafruma, o T frumu eda NK.1.1 T fruma (Corthay, 2006; Romagnani,
2004). Almennt sér Th1l um frumubundna én@missvario, p.e. varnir gegn
innanfrumusyklum t.d. veirum og innanfrumu bakerium. Th2 brautin sér adallega um
vorn gegn utanfrumusyklum t.d. snikjudyrum, tekur patt i motefnasvari og
ofnamisvidbrogdum af gerd I (Chaplin, 2006). Proskun Th17 frumna fra Th
meyfrumu er had TGF-B, IL-6 og IL-23 og eru Th17 verkfrumur pekktar af IL-17A,
IL-17F og IL-6 bodefnaframleidslu. Th17 verkfrumur sja liklega um varnir gegn
utanfrumubakterium og aukning 4 peim er einnig talin eiga patt i pvi ad magna upp

sjalfsofnemiskvilla (Harrington et al., 2006; Romagnani, 2006; Weaver et al., 2006).
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Mynd 1. Proskun CD4 meyfrumu i verkfrumur og T stjéornfrumur.

Meyfruma proskast i Th2 frumu pegar IL-4 er i umhverfinu en IL-12 og IFN-y studla ad Thl
frumuproskun. IL-23, IL-6 og TGF-f studla ad Th17 proskun. T stjornfrumur proskast ad tilstudlan
TGF-B. IL-4 hamlar Thl frumum, IFN-y hamlar Th2 frumum og badi IL-4 og IFN-y hamla Th17
frumum. IL-6 hamlar Treg frumuproskun. Svartar 6rvar takna jakvada virkni, raudar orvar takna
hamlandi virkni. Mynd breytt fra (Romagnani, 2006).

T stjérnfrumur (regulatory T cells, Treg) bela dnaemisvidbrogd med frumu-
frumu tengingu eda med pvi ad seyta bodefnum. Treg frumur mynda pol med pvi ad
koma i veg fyrir raesingu og starfsemi T verkfruma. Hluti Treg frumna proskast i
hoéstarkirtli, eru sérteekar fyrir sjalfsvaka (auto/self-antigens) og kallast nattarulegar
(natural) CD4"CD25" Treg. Adrar frumur proskast fyrir utan héstarkirtilinn vid
utsetningu fyrir utanadkomandi vaka/ofn@misvaka og kallast pa dunnar Treg frumur
(Stock et al., 2006). Nokkrar gerdir af Treg frumum hafa verio skilgreindar og ma par
helst nefna néttarulegar CD4'CD25" Treg frumur, Trl, Th3 frumur, Qa-1-restricted



CD8" T frumur, CD8"CD28 T frumur, CD8'CD122" T frumur, y& T frumur og NKT
frumur (Sakaguchi, 2006; Taylor et al., 2005).

Nattarulegar Treg frumur (CD4 CD25" Treg) proskast i hostarkirtli, eru um 5-
10% af CD4" frumum likamans og eru sérteekar fyrir eigin vaka. Nattarulegar Treg tj4
CD25 (IL-2 viotaki), cytotoxic T lymphocyte-associated protein 4 (CTLA-4),
glucocorticoid-induced tumor necrosis factor receptor (GITR), umritunarpattinn
Foxp3 og programmed death-1 (PD-1). Nattarulegar Treg frumur bala med pvi ad
koma i veg fyrir IL-2 tjaningu T markfrumna en til pess nota paer CTL-4, TGF-B og
PD-1. Skortur 4 natturulegum Treg frumum skapar heettu 4 sjalfsofneemissjukdomum
(Stock et al., 2006; Taylor et al., 2005).

Aunnar Treg frumur proskast fyrir utan hostarkirtilinn vid snertingu vid
utanadkomandi vaka og framleida mikid af IL-10 eda TGF-B og getur verid um fleiri
en eina gerd ad reeda. Aunnar Treg frumur geta baelt Th1 eda Th2 ofneemisvakasvar
med morgum beliferlum, par 4 medal med pvi ad seyta IL-10 og/eda TGF-f og med
vidtokunum CTL-4 og PD-1 (Stock et al., 2006; Taylor et al., 2005). Trl frumurnar
seyta miklu magni af IL-10 og framleida einnig TGF-B. Th3 frumur framleida
mismunandi mikid af IL-4 og IL-10 en mikid af TGF-f. y6 T frumur hafa TCR
vidtaka Ur y og & kedjum en adrar T frumur hafa TCR vidtaka r a og B kedjum. yo T
frumur pekkja ekki vaka sem syndur er af vefjaflokkasameindum heldur virdast paer
pekkja vaka beint. y8 T frumur seyta IL-10 og TGF-p (Taylor et al., 2005). bad virdist
vera naudsynlegt ad reesa sértaekar ofnamisvaka Treg frumur til ad vidhalda

heilbrigdu 6naemissvari gegn ofnaemisvaka (Taylor et al., 2005).

1.1.3.2 B eitilfrumur

Hver B eitilfruma hefur vidtaka (B cell receptor, BCR) sem eru sértaekir vegna
klénavals og bindast akvedinni vakaeiningu. Adalmunurinn & hvernig BCR og TCR
pekkja vaka er a0 BCR pekkir yfirleitt prividdarbyggingu vaka en TCR pekkir adeins
stutt linuleg peptid 4 vefjaflokkasameindum I og II. Til ad reesa B frumur parf annars
vegar krosstengingu vaka vid nokkra BCR og sidan tengingu 4 milli CD40 4 B
frumum og CD40L (CD154) 4 T frumum. T hjalparfrumur pekkja peptidbut sem a0 B
frumurnar syna peim med vefjaflokkasameind II sem verdur til pess ad par tengjast B
frumum med CD40L asamt fleiri vidtokum og seyta bodefnum (IL-4, IL-5 og IL-6) til

ad orva B frumurnar. Vid rasingu B frumna i gegnum BCR byrja frumurnar ad seyta



onaemisglobilin (immunoglobulin, Ig) Gt 1 utanfrumurymid og pau bindast samskonar
vaka. Binding métefna vid vaka studlar m.a. ad resingu magnakerfisins, hvetur til
agnaats vaka med athudun og hlutleysingu sykils eda bakteriueiturs.

Motefnasvar sem er hdd T frumum byrjar 4 IgM seytingu sem breytist po
fljotlega i framleidslu & 60rum motefnaflokkum (isotypes) fyrir tilverkan bodefna fra
T frumum. Hver motefnaflokkur hefur dkvedna stadsetningu og hlutverk. IgM er
adallega 1 bl6di og virkjar magnakerfid. IgG motefni eru adallega { bl60i og i
utanfrumuvokva par sem pau hlutleysa eitur, veirur og bakteriur, athtida pau fyrir
agnaat og reesa magnakerfid. IgA moétefni eru 1 slimhid par sem ad pau hlutleysa eitur
og veirur og koma 1 veg fyrir ad bakteriur komist i gegnum pekjuvef meltingarvegs.
Yfirleitt eru IgE motefni bundin vid yfirbord mastfrumna sem dvelja undir pekjuvef
likamans og sja um stadbundid varnarsvar. Verkfrumur pekkja sykla sem paktir eru af
moétefnum med Fe vidtokum sem reesa frumurnar til ad eyda syklunum annad hvort

med agnaati eda utfrumun frymiskorna eda badi.

1.1.4 Ofnzmissvar

Ofnamisviobragd verdur pegar einstaklingur framleidir IgE motefni gegn
“meinlausum” vaka, sem kallast pa ofnemisvaki. Ofna@misvakinn raesir frumur sem
hafa IgE & yfirbordinu, eins og mastfrumur og basafrumur, med pvi ad krossbinda IgE
sem leidir af sér ro0 vidbragda sem eru skilgreind sem ofnemi (sja mynd 2). Ofnemi
er einn flokkur af vidbrogdum onemiskerfisins sem kallast ofurnemissvar
(hypersensitivity reaction). Ofurneemissvar er onaemisvidbragd gegn skadlausum
vokum sem leidir til sjtkdémseinkenna. Ofurnaemissvar er flokkad i fjorar gerdir.
Gerdir I-III eru midladar af métefnum. Gerd I (type I hypersensitivity) er
bradaofnaemi midlad af IgE moétefni sem raesir mastfrumur. Gerd 11 (type 11
hypersensitivity) er I[gG motefnamidlad ofneemi gegn vokum i millifrumuefni eda
frumuyfirbordsviotokum. Gerd III (type III hypersensitivity) er IgG métefnamiolad
ofnemi gegn leysanlegum vokum og er fléttumidlad ofnemi. Gerd IV (type IV
hypersensitivity) er T frumumidlad ofnami sem skiptist i 3 undirflokka sem er

skilgreint eftir pvi hvada T frumur eiga i hlut, Th1, Th2 eda T drapsfrumur.
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Mynd 2. Ofnzemisferli.

a) Ofnemisvakakynning og proskun sérteekra minnis B fruma og T fruma. Sérhaefing og klonvoxtur
vakasérteekra Th2 frumna sem leidir til framleidslu 4 1L-4 og IL-13 sem raesir motefnaflokkavixl yfir i
IgE. b) Ofnamissvar. Krosstenging ofneemisvaka 4 yfirbordi mast- og basafrumna leidir til losunar 4
bolgumidlandi efnum. Mynd einfoldud og islenskud eftir (Larche et al., 2006).

Ofnaemisviobrogd verda vegna framleidslu sértackra IgE motefna gegn
meinlausum vaka, ofneemisvaka. Vakarnir koma inn i likamann og rasa Th2 svar.
Vakasérteekar Th2 frumur framleida IL-4 og IL-13 sem far vakasérteekar B frumur til
a0 framleida IgE (sja mynd 2a). Sértaeku IgE moétefnin bindast Fc vidtaka &
mastfrumum og basafrumum og raesa syrufrumur. Vid 6rvun pessara frumna tja paer
CDA40 vidtaka og framleida IL-4 og geta med pvi ytt undir enn frekari IgE
framleidslu. Pegar vaki krossbindur IgE & yfirbordi mastfruma veldur pad pvi ad
frumurnar losa mikid af bélgumidlandi efnum (sja mynd 2b). Boélgusvarid skiptist i
snemmbuid svar sem einkennist af efnum sem vara stutt eins og histamin og sidbuid
svar par sem leukotrin, bodefni og bolgubod lada ad og raesa syrufrumur og
basafrumur. Sidan getur vidbragdid breyst i pralatar bolgur sem einkennast af T

verkfrumum og syrufrumum (sja mynd 3).
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Mynd 3. Bélga vegna ofnzemissvars

Sértaekar ofneemisvaka T frumur flytjast inn i vef, par sem ofnaemisvaki hefur komid inn, vegna
bolguboda og annara bodefna og raesast og fjolga sér. Sja nanari utskyringar & mynd. Mynd einfoldud
og islenskud eftir (Larche et al., 2006).

Ofnaemi er talid stafa af 6jafnveegi milli ofnaemisvakasértakra Thl og Th2
fruma og einnig vegna djafnvagis milli ofneemisvakasértakra Treg frumna og Th2
frumna (Larche, 2006). Heerra hlutfall af IL-4 seytandi ofna@misvakasértaekum T
frumum og minna hlutfall af IL-10 seytandi ofnemisvakasértekum Treg frumum
melist 1 einstaklingum med ofneemi midad vid heilbrigda einstaklinga (Stock et al.,
2006). Nattarulegar og dunnar Treg frumur baela ofnemisvakasértaekar verkfrumur.
ber hamla IgE framleidslu med pvi ad seyta IL-10 og TGF-f og auka um leid
framleidslu & motefnum sem taka ekki patt i bolgusvari svo sem IgG4 og IgA. Treg
frumur beela beint eda 6beint verkfrumur sem taka patt i bolgusvari ofnamis eins og
mastfrumur, basafrumur og syrufrumur. baer bela synifrumur sem myndu reesa annad
hvort Th1 og Th2 verkfrumur og sidan bela Treg frumur einnig Thl og Th2 frumur
(sja mynd 4) (Akdis et al., 2005).
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Mynd 4. T stjérnfrumur og ofnzemissvar.
Mynd islenskud ur (Akdis et al., 2005).

1.2 Onzemissvorun i hestum

Onamissvorun i hestum er midlad af sému hvitfrumutegundum og ferlum og i 6drum
spendyrum. Thl og Th2 svor hja hrossum hafa adeins verid rannsékud (Coombs et al.,
2006; Cordeau et al., 2004; Davidson et al., 2005; Paillot et al., 2005) en gen
bodefnanna sem einkenna Th1/Th2 ferlana og Treg hafa mdrg hver verid klénud ur
hestafrumum (Cunningham et al., 2003; Dohmann et al., 2000; Giguere and Prescott,
1999; Horohov, 2000; Kato et al., 1995; Nicolson et al., 1999; Steinbach et al., 2002;
Swiderski et al., 2000) og talid liklegt ad ferlarnir séu svipadir og hja musum og
monnum. Métefnaflokkar hja hestum eru peir somu og i misum og ménnum (IgM,
IgG, IgA, IgE). Hestar hafa IgA, IgM, IgG og IgE og alla vega eitt IgD gen (Wagner
et al., 2004). Fjora IgG undirflokka hesta er hegt ad nema med einstofna métefhum
og eru nefndir IgGa, IgGb, IgGe og IgG(T) (Lunn et al., 1998b). IgGa og IgGb binda
magna en IgG(T) hlutleysir eitur en er 1élegt i magnabindingu, athudun og
métefnabundnu frumudrapi (Lunn et al., 1998a). Kortlagning a IgG pungu kedju
svadinu hefur leitt 1 [jos sjo IgG moétefnaflokka og ut fra pvi hafa undirflokkarnir
verid nefndir upp 4 nytt; [gGa — IgG1, IgGb — IgG4, IgGe — 1gG6 en IgG(T)
stendur fyrir tvo undirflokka, IgG3 og IgG5. 1gG2 og IgG7 hafa ekki enn fundist &
protein formi (Wagner, 2006). Métefnasvar med tilliti til Th1/Th2 énaemissvars hefur
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verid skodad og virdist [gGb (IgG4) vera radandi i veirusykingu eda Th1 svari en
IgGa (IgG1) og IgG(T) (IgG3/5) 1 ofneemi (Hellberg et al., 2006; Mizukoshi et al.,
2002; Wagner et al., 20006).

1.3 Sumarexem

Einkenni sumarexems eru hudbreytingar og kladi sem algengast er ad sja i makka og
sterti. [ sumum tilfellum sjast po hidbreytingar vidar svo sem & eyrum, hofdi, lend og
kvid. Fyrstu einkenni eru rodi og bolguupphleypt hud, oft med seytingu 4 blodvokva
sem storknar og myndar gular skorpur. Exeminu fylgir mikill kladi. Hesturinn sekir i
ad nudda sér utan 1 hluti og eykur pad ertinguna i hidinni, oft med peim afleidingum
ad sar myndast og getur bakteriusyking komid i kjolfarid. { langvinnum tilfellum sést
pykknun & hudinni og harleysi. [ versta falli verda hrossin énothzf il brakunar, reidar
eda vinnu, og pau parf jafnvel a0 aflifa (Anderson et al., 1988; Riek, 1953).

I brada utbroti (acute lesion) eru vefjameinafradilegar breytingar medal
annars bjugur, Gtfrumun frymiskorna r mastfrumum og iferd syrufruma ar
narliggjandi @0um. Einnig sést aukning 4 fjolda angafrumna sem tja
vefjaflokkasameindir af flokki II og CD2 T frumna. Langvinnt (chronic) astand
sjukdémsins einkennist af bandvefsmyndun i htd med pykknun yfirhudar
(hyperplasia) og siggmeins (ofvoxtur i hornlagi hidpekju, hyperkeratosis).
langvinnum utbrotum eru oftast ifarandi eitilfrumur med faum eda engum
syrufrumum (Foster et al., 1995; Kurotaki et al., 1994; McKelvie et al., 1999; Riek,
1953).

Med pvi ad sprauta Culicoides sey0i i hud hesta med sumarexem eykst iferd
hvitfrumna (mononuclear), s.s. CD3 eitilfrumna sem flestar eru CD4 og einnig sést
aukning & syrufrumum (Foster et al., 1995; McKelvie et al., 1999).

Sumarexem er ofnaemi i hrossum gegn préteini sem berst vid bit smamys af
@ttkvislinni Culicoides sem kallast "biting midges" eda “no-seeums” 4 ensku.
Ofnaemid er vandamal 1 islenskum hestum 4 erlendri grund en pessi @ttkvisl myflugna
lifir ekki 4 fslandi. Bitmyid hér er af attkvislinni Simulium sem kallast "black flies" 4
ensku. Sumarexemid er i flestum tilvikum ofnaemi af gerd I (Type I hypersensitivity)
en pvi fylgir framleidsla & IgE, losun 4 histamini, leukétrinum og 60rum boélgupattum

(Fadok and Greiner, 1990; Halldorsdottir et al., 1989; Hellberg et al., 2006; Marti et



13

al., 1999; Wagner et al., 2006; Wilson et al., 2006; Wilson et al., 2001).
Onaemissvarid er 4 svokalladri Th2 braut.

begar hestar eru komnir med ofnaemi gegn Culicoides eru peir flestir einnig
komnir med ofnemi gegn Simulium og 6drum bitflugum (Baselgia et al., 2006; Fadok
and Greiner, 1990; Quinn et al., 1983). Synt hefur verid fram & ad margar tegundir
Culicoides attkvislarinnar valda sumarexemi en pad er breytilegt eftir landsveedum
hvada tegundir eru rikjandi. Liklega eru sameiginlegir ofn@misvakar i peim tegundum
sem hafa verid profadar pvi hestar med sumarexem svara a4 Culicoides tegundir sem
finnast ekki 4 pvi sveedi sem hestarnir eru fra (Anderson et al., 1993).

Synt hefur verid fram 4 ad sumarexem er IgE midlad énemissvar (Wagner et
al., 2006). Hudsyni ur hestum med SE innihalda marktekt meira af IgE, IgE mRNA
jékvaedum frumum og tryptase jakvedum mastfrumum en hudsyni Gr heilbrigdum
hestum (van der Haegen et al., 2001). Einnig hefur verid synt fram & losun
bolgumidlandi patta (histamine og sulfidoleukotrienes) ur eitilfrumum ur bl6di (PBL)
eftir in vitro rvun med Culicoides og Similium seydi. Orvunin er marktakt meiri hja
hestum med SE en heilbrigdum hestum (Baselgia et al., 2006; Marti et al., 1999).
Onamislitun 4 Culicoides vefjasneidum syndi ad métefni Gr sermi hesta bindast
proteinum 1 bitvokvakirtlum Culicoides myflugna og einnig i nokkrum tilvikum vid
protein i gornum. Culicoides 1gE sérteek moétefni greindust 1 hestum med SE en ekki i
heilbrigdum hestum. Aftur 4 méti fundust sérteek IgG motefni baedi i hestum med SE
og heilbrigdum hestum sem alist h6fou upp med Culicoides flugunni. Engin métefni
gegn Culicoides proteinum i vefjasneidum greindust Gr hestum 4 Islandi (Wilson et
al., 2001). 1 bitvokvakirtlum C. nubeculosus eru a.m.k 10 protein sem binda IgE ur SE
hestum. Par af eru 5 prétein sem binda sermi ur meira en 50% SE hesta og m4 atla ad
pessi 5 protein séu adal ofnemisvakarnir (Hellberg et al., 2006).

Islenskir hestar med SE hafa marktaekt heerra heildar IgE en heilbrigdir
islenskir hestar. Aftur 4 moéti var ekki hja 60rum hrossakynjum marktaeekur munur 4
heildar IgE milli peirra sem voru med SE og heilbrigdra. Hestar sem alist hofou upp 4
[slandi hofdu hatt heildar IgE sem lzekkadi fyrsta arid eftir innflutning. Heildar IgE
hélst lagt 1 islenskum hestum sem voru heilbrigdir en haekkadi marktekt hja peim sem
fengu SE (Wilson et al., 2006). Synt hefur verid fram 4 ad IgG(T) og IgGa geta att
patt 1 ofneemisvidbrogdum i hestum en pessi motefni bundust préteinum ur

bitvokvakirtlum C. nubeculosus (Hellberg et al., 2006). En einnig benda nidurstdur
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til pess ad IgG(T) geti bundist vid mastfrumur og raest paer og pannig haft ahrif &
ofnamissvar i hestum (Wagner et al., 2006).

Nokkrir rannséknarhépar hafa kannad onaemisviobrogd sumarexemhesta i
huoproéfi med mismunandi hugsanlegum ongemisvokum. Pessi hudprof hafa synt fram
4 ad hestar med SE 4 bolgusvar innan vid klukkutima pegar peir eru sprautadir med
Culicoides seydi sem bendir til ad SE sé ofnaemi af gerd I. Aftur & méti syna sumir SE
hestar sidkomin ofneemisvidbrogd sem koma fram um sé6lahring eftir ad peir hafa
verid sprautadir i hud med Culicoides seydi. bad gefur til kynna ad sjukdémurinn geti
seinna meir proast yfir i sidkomid ofnemi likt og pekkt er hja ménnum (Type IV
hypersensitivity) (Anderson et al., 1996; Barbet et al., 1990; Fadok and Greiner, 1990;
Ferroglio et al., 2006; Halldorsdottir et al., 1989; Kurotaki et al., 1994).

1L-4
Th2-fruma IL-13 )/ e 4

LI
Bélgumiolar
histamin 0 ¢
leukotgin ® 4

Mynd 5. Sumarexem er ofnzemi i hrossum.

Flugan spytir inn proteinum um leid og hiin sygur blod og i vissum einstaklingum pa dkvedur
synifruman ad beina svarinu vid pessum proteinum a Th2 braut med framleidslu 4 IgE
ofneemismoétefninu. Neest pegar hesturinn verdur fyrir biti flugunnar pa hafa pessar IgE
moétefnasameindir, sem eru sérvirkar fyrir préteinin ur flugunni, radad sér utan 4 mastfrumur i hid og
basafrumur i bl6di. Um leid og proteinid kemur aftur pa krossbindur pad IgE sameindirnar 4 pessum
frumum med peim afleidingum ad pzer raesast og seyta histaminum leukétrinum og 60rum
bolgumidlum sem valda ofneemiseinkennunum.

Oll hrossakyn geta fengid ofnamid og er pad pekkt ut um allan heim.
temprada hitabeltinu verdur sjukdomsins vart fra vori og fram 4 haust pegar
Culicoides eru virkar, en er i rénum yfir vetramanudina (Wilson et al., 2001). Hja

hestum feeddum 1 16ndum par sem sumarexem er pekkt koma fyrstu einkenni oftast
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fram vid 2ja-4ra vetra aldur og versnar med hverju sumri. Tidni sumarexem tilvika er
mismunandi eftir svaeOum i heiminum eda allt fra 3 til 60% (Anderson et al., 1988;
Braverman et al., 1983; Littlewood, 1998; McCaig, 1973; Nakamura et al., 1956;
Riek, 1953).

I Svipjod fengu um 26% innfluttra islenskra hesta ofnaemid en adeins 7%
islenskra hesta sem faeddir voru par (Brostrom et al., 1987). Kénnun 4 islenskum
hestum i Noregi leiddi i 1j6s ad 27% innfluttir hestar fengu sumarexem en adeins
8,2% hesta faddra par (Halldordsottir and Larsen, 1991). Badar pessari kannanir voru
byggoar 4 spurningalistum sem sendir voru til eigenda.

Eins og kom fram hér ad ofan pa geta 611 hrossakyn fengid ofnemid og er pad
afar algengt i islenskum hestum erlendis. {slenskir hestar sem fluttir eru ut eru naemari
en peir sem alast upp me0 flugunni erlendis. Synt var fram 4 med faraldsfraedilegri
rannsokn ad tidni sumarexems i utfluttum hestum gat verid um 50% ef peir hofou
verid 2-3 ar eda meira 4 flugusvedum og ekkert var gert til ad verja pa (Bjornsdottir
et al., 2006). Sumir hafa jafnvel birt heerri tioni eda 72% (Lange et al., 2005). Aftur &
moti f4 7-18% islenskir hestar sem faeddir eru erlendis sumarexem (Bjornsdottir et al.,
2006).

bag er ekki til nein goo lekning eda lyfjamedferd vid ofneminu en til ad koma
i veg fyrir sumarexem er besta radid ad hysa hestana pegar Culicoides flugurnar eru
virkastar p.e. vid solsetur og sélaruppras yfir heitustu manudina. Radlegt er ad hafa
pétt flugnanet fyrir 6llum gluggum og opum 4 husinu (Anderson et al., 1988). Einnig
er haegt ad kleeda hestinn 1 dbreidu til ad verja hann biti. Ymis smyrsli og flugnafaelur
hafa lika verid notadar med misgdédum arangri. Tvo lyf hafa verid notud vid
sumarexemi en pad eru antihistamine og glucocorticosteriods (Anderson et al., 1988).

Onamismedferd geti verid moguleg medferd vid ofnzminu en per hafa enn
ekki gefid ndgu goda raun gegn sumarexeminu. I peim 6namismedferdum sem
reyndar hafa verid, hefur verid notast vid heilar Culicoides flugur og byrjad a pvi ad
gefa litinn skammt en auka hann sidan (Anderson et al., 1996; Barbet et al., 1990). Sa
hangur er 4 medferdinni ad sprauta parf hestana vikulega i allt ad 2 ar og
skammtasterdirnar parf ad meta fyrir hvern einstakling hverju sinni og erfitt er ad
stadla adferd pegar notud er heil lifvera en ekki skilgreint proétein. Til ad préa pessa
adferd afram pyrfti ad finna hina eiginlegu ofn@misvaka 1 peirri von ad pé veeri haegt

a0 framleida og nota i afnemingu (hyposensitizing extract) (Anderson et al., 1996).
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1.4 Boélusetning, béluefni og dnzemisglaedar

Boélusetning felst 1 pvi ad reesa dunna dnemiskerfid. En til pess parf fyrst ad raesa
medfaedda 6naemiskerfio, t.d. boélguvidbragd, pvi annars raesist &unna dnemissvarid
ekki. Onamisvakinn { boluefninu verdur ad geta raest dkvednar T eitilfrumum og B
eitilfrumum pannig ad til verdi minnisfrumur pessara eitilfrumna. bPegar minnisfrumur
hitta svo 6naemisvakann aftur vio sykingu verdur 6namissvarid miklu 6flugra.
Tilgangur allra bolusetninga er ad framkalla langlift minnissvar.
Boluefni eru af nokkrum gerdum;

¢ lifandi eda veiklud boluefni,

» Orverur sem eru ekki lifandi (afvirkjadar),

e hlutar eda afurdir O6rvera,

*  Dboluefni framleidd med erfoataekni

* DNA béluefni.

[ flestum bolusetningum parf ad notast vid énaemisgleda (adjuvants). bess er
ekki porf pegar notadir eru lifandi meinvaldar eda dvirk toxin peirra. I hinum
tilfellunum eru meinvaldarnir ekki full virkir og 6nemisgleedana parf til pess ad resa
medfadda onzemiskerfid. Onazmisgladir er hvert pad efni sem eykur 6namisvekjandi
ahrif pess efnis sem pad er blandad vid.

Med bolusetningum hefur verid haegt ad utryma nokkrum sjukdéomum i
monnum. Béluefni gegn ymsum syklum hafa beett heilsu manna sidustu 100 ar en enn
er porf & boluefnum gegn berklum, eyoni og malariu. Undirstada pess ad bua til
boluefni er ad finna og framleida vaka og 6naemisgledi sem kalla fram videigandi,
sérteekt Onaemissvar til ad fa 6naemi. Mikil préun hefur 4tt sér stad i
boluefnisrannsoknum 1 pa 4tt ad einangra eitur eda protein fra syklinum eda tja med
erfdatekni (endurrodud protein, peptid eda plasmid DNA). Helsti gallinn er ad pessir
einangrudu vakar vekja oft ekki ndgu sterkt 6naeemissvar og purfa hjalp fra
onaemisgledum (Brewer, 2006; Lima et al., 2004). Einnig er horft til pess ad proa

boluefni eda dneemismedferdir gegn ofnaemi og krabbameinum.

1.4.1 DNA bélusetning
Genabolusetning eda DNA bélusetning er nyleg bolusetningaradferd. Sidastlidin 15 ar

hafa margar tilraunir synt fram 4 ad nota ma bélusetningu med erfoaefni eda geni, s.s.
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DNA boluefni, til ad hafa ahrif & pa stefnu sem dnaemissvarid tekur (Hartl et al.,
2004). DNA béluefni eru yfirleitt plasmioferju DNA sem umritar vakasameind inni i
genaleiddri (transfected) frumu akvedins markvefs. DNA boéluefni vekur baedi
métefnasvar og frumubundid 6naemissvar (Thalhamer et al., 2001). bessa
bolsetningaradferd er haegt ad nota til ad mynda verndandi 6nami gegn veiru-,
bakteriu- og snikjudyra sykingum, og htin hefur einnig opnad nyja moguleika i
boélusetningum gegn krabbameini. DNA 6nemisadgerd hefur lofad gédu i medferd
gegn ofneemi (Hartl et al., 2004).

Helstu kostir DNA boéluefna eru ad pau eru 6dyr og einfold { framleidslu.
Heegt er a0 setja fleiri en eitt gen 4 tjaningarferjuna og framleida med pvi marggilt
boluefni gegn fjolda sykingarvalda.

DNA béluefni getur styrt pvi hvada frumur dnemiskerfisins svara t.d. med pvi
a0 koma fyrir genum ymissa bodefna 4 tjaningarferjunni sem rasa mismunandi
frumur 6nzemiskerfisins.

DNA bolusetning er 6flug i ad reesa frumubundna 6namissvarid, orvar t.d.
sérvirkar drapsfrumur sem er mjog mikilvaegt i veiruboluefni, par sem sérvirkar
drapsfrumur eru yfirleitt adalvornin 1 veirusykingu. Métefnasvorun er hins vegar ekki
mjog 6flug. betta er 6fugt vid hefobundin préteinboluefni med alum 6na@misglaedi
sem leida ner eingdéngu til métefnamyndunar.

DNA béluefni hafa reynst vel i misum, en erfidara hefur verid ad fa fram

nagilega sterka svorun 1 sterri spendyrum (Babiuk et al., 2003).

1.4.1.1 Uppbygging og gerd ferju i DNA bdluefni, pzettir sem hafa ahrif a
tjaningu og 6nzemissvar
Tjaningarferjur til bolusetninga i spendyrum eru vanalegast uppbyggdar a eftirfarandi
hatt. I fyrsta lagi innihalda paer uppruna eftirmyndunar (origin of replication, ori) og
valgen (selection marker) til ad geta fjolfaldad og vidhaldid ferju pegar hun er
framleidd i miklu meeli i bakterium. [ 63ru lagi tjaningarsvaedi sem er styrill
(promoter), skerdiensimasvadi (multible cloning site, MCS) og polyadenylation
signal (polyA) (sja mynd 6). I pridja lagi verda tjaningarferjurnar ad hafa taknrod fyrir
vaka (Ertl and Thomsen, 2003).



18

pCMV

Intron

Fikalyf

PUC Ori

Mynd 6. Tjaningarferja.

bzttir sem hafa dhrif 4 onzemissvar vid DNA bélusetningu

Haegt er a0 dkvarda med mismunandi breytum magn og gerd 6namissvars sem fzest
eftir DNA 6n@mingu. beir peattir sem notadir eru og hagt er ad stjorna til ad auka pad
onamissvar sem 6skad er eftir eru: (1) gerd heilkjarna styrils og/eda efliradar; (2)
gerd vakans og stadsetning hans 1 frumunni; (3) CpG stef & ferjunni; (4) auka ferjur
fjol-DNA bolusetningar blondu og (5) bodefnagen. Breytur sem hagt er ad hafa ahrif
4 vi0 gjof/innsetningu (administration) & DNA boluefninu eru: (1) hvada leid er notud
til ad koma ferjunni inn; (2) bolusetningaradferd; (3) magn ferju; (4) endurbdlusetning
og (5) timi milli bolusetninga. Ad lokum ber ad hafa i huga breytu sem ekki er audvelt
a0 hafa ahrif 4 og pad er motefni ir modur i mérgum afkveemum (van Drunen Littel-
van den Hurk et al., 2000).

Framleiosla i bakterium

Framleidsla a tjaningarferju er audveldari ef henni er vidhaldid i mérgum eintokum i
bakteriufrumum en pa faest mikid DNA magn ur hverri frumu. Til ad geta framleitt
mikid af tjaningarferjunni er gott ad nota ferju af pUC uppruna en hun hefur
eiginleika til ad endurmynda sjalfa sig i miklum meeli (high copy number origin) (Ertl
and Thomsen, 2003). Best er ad hafa ferjuna eins litla og haegt er til ad audvelda
genainnleidslu inn 1 frumur (Babiuk et al., 2003).

Valgen

A tjaningarferjunni er yfirleitt akvedin r6d sem gerir bakteriuna, sem ferjan er i,
onama fyrir fukalyfjum. Syklalyfjapol er naudsynlegt til ad geta valid rétta bakteriu
og reektad upp. Fordast ber ad nota pencillin eda 6nnur B-lactam syklalyf vegna hattu
4 ofnemisviobrogdum. Kanamycin eda neomycin eru leyfileg fukalyfjavalgen i DNA

béluefnum (Ertl and Thomsen, 2003).
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Styrlar og innradir

Oflugann styril parf sem gefur mesta tjaningu 4 vakanum og er yfirleitt notadur
“human cytomegalovirus immediate early gene” styrill (CMV-IE). Einnig eru til adrir
veiru styrlar eins og SV40 (simian virus 40) og RSV (Rous sarcoma virus LTR) og
spendyra styrlar eins og B-actin og o-globin. Pad skiptir miklu mali ad proéteinid sé
tj40 1 sem mestu magni in vivo en proteinmagniod raedst ad mestu af styrlinum og
merki fyrir polyA hala (polyadenylation signal) (Ertl and Thomsen, 2003). Synt hefur
verid fram 4 ad fylgni er & milli métefnasvars og frumubundis énemissvars annars
vegar og styrkleika styrilsins hins vegar. Sterkara onemissvar fékkst ekki med pvi ad
auka skammtinn af ferju sem var med veikari styril (Babiuk et al., 2003). Mesta
tjaningin feest pegar CMV-IE er i fullri lengd og pa er fyrsta innrddin fra IE1 geninu
sem kallast intron A innifalin. Med pvi ad sleppa intron A faest miklu minni styrill en
aftur 4 moti minni tjdning, en pad ma ad einhverju leyti bata upp med pvi ad halda
eftir fyrsta exoninu af EI1 geninu sem stadsett er 4 milli styrilsins og intron A. Eflir6d
sem stadsett er fyrir ofan styrilinn ma einnig fjarleegja til ad minnka ferjuna en pad
hefur pau ahrif ad tjaning minnkar (Ertl and Thomsen, 2003). Intron A virdist skipta
mali fyrir flutning 8 mRNA innan frumu. Pad er naudsynlegt fyrir RNA veiru og
bakteriugen sem eru venjulega ekki umritud i kjarna en innréd hefur engin ahrif 4 gen
DNA veiru. Liklega virkar CMV intron A 4 pann hatt ad pad feli (overriding)
ozskileg takn eda baeti vio Omissandi taknum sem vantar { mRNA-i0 (Babiuk et al.,
2003). Sum spendyragen eru had splesingu vi0 mRNA umritunina og til ad fa fram
hamarks tjaningu er betra ad hafa intron A med (Gurunathan et al., 2000). Talid hefur
verid ad pau ahrif sem innradir hafa a tjaningu séu adallega til ad auka hrada RNA
polyadenylation og/eda utflutning ur kjarna sem tengist RNA splasingu. baer
upplysingar liggja fyrir ad ro0 i introni A sé samsvarandi (homologous) vid akvedin
voovastjornunarpatt og ad CMYV styrill/eflirdd med introni A gefi meiri aukningu &
tjaningu 1 vodvafrumum en i lifrarfrumum musa (Xu et al., 2001).

Stadsetning gens

Gen vakans er sett inn i ferjuna 4 skerdiensimasvadinu og pa parf ad tryggja ad
lesramminn sé réttur og huga ad polyA halanum svo genid sé flutt ut ur kjarna. Gott er
a0 hafa valmoguleika & mismunandi skerdiensimum til ad setja vakann inn & ferjuna.
Best er a0 hafa eins 1itid af auka r6dum inn & endanlegri tjaningarferju og reyna pvi ad

setja gen vakans eins nalagt 5° og 3’ endum styrilsins og polyA. R60 vakans sem sett
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er inn 4 ferju er haegt ad taka beint 8 DNA formi og pa er klippt med skerdiensimum
eda magnad upp med PCR ef genid er 6splast eda af cDNAI. Oftast er r6din mdgnud
upp med PCR og pa er hagt ad beaeta vid skerdisetum 4 5’ og 3’ endana. Best er ad
setja inn natturulegann opinn lesramma (open reading frames, orfs) vakans fyrir
framan upphafstaknann ef hann er pekktur en med pvi faest Kozak r6din sem umlykur
upphafstaknann (Ertl and Thomsen, 2003).

Polyadenylation signal

Polyadenylation signal af mismunandi uppruna hefur verid notad og par & medal veiru
signal eins og SV40 og spendyra signal eins og kaninu globin eda nauta vaxtarhormén
signal (bovine growth hormone, BGHpA) en pad er oftast notad (Ertl and Thomsen,
2003).

Kozak

Kozak kennir6din vid AUG byrjunartaknann 4 mRNA hefur dhrif & pydingu
spendyragena en rib6sém heilkjornunga pekkja pessa r6d. Rannsoknir hafa synt ad
Kozak 160 skiptir miklu mali til ad pyding 4 spendyrageni sé skilvirk. Best er pegar
Kozak r6din ner utan um upphafstaknann en deemigerd Kozak r6d er 5'-
GCCA/GCCAUGG-3". Kozak radir eru breytilegar en mestu mali skiptir ad premur
bosum fyrir ofan upphaftdkna sé puarin (niturbasi med 2 hringi, A eda G) og guanin
strax 4 eftir upphafstakna (5-"G/ANNAUGG-3"). Gen dreifkjornunga og sum gen
heilkjornunga hafa ekki Kozak r6d en auka ma tjaningu pessara gena ef Kozak r60 er
sett fyrir framan pau (Garmory et al., 2003).

Taknaskipting

b6 vaki hafi verid setur inn 4 ferju feest ekki endilega god tjaning. Pad geta verid
margar astaedur fyrir 1€legri tjdningu vakans eins og annars stigs bygging eda
stodugleiki eda flutningur mRNA, hamlandi stjérnradir innan vakans eda sjaldgeefir
taknar (codons). Sjaldgeefum tdknum er haegt ad skipta ut fyrir algengari tdkna med
pvi ad breyta rod gensins med hjalp erfdatakni. Hlutfall tdkna er ekki eins hja
mismunandi lifverum s.s. spendyrum, snikjudyrum, veirum, bakterium og plontum.
Hagreaeding 4 taknum getur aukid tjaningu 4 vaka (Babiuk et al., 2003; Ertl and
Thomsen, 2003).

Merkiradir

Ef ekki eru til motefni gegn vakanum parf einhvers konar merki (tag) eins og poly-
histidine tag eda V5 inn 4 ferjuna til ad nema tjaningu. En pessi merki eru kannski

ekki leyfd i endanlegu boluefni. Gott er ad hafa T7 promoter/primer svadid fyrir ofan
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genid til ad syna fram 4 ad vakinn sé umritadur og réttur en losna parf vid allar svona
auka radir i endanlegu boluefni (Ertl and Thomsen, 2003).

Booefnagen

Bodefni er fjolbreyttur hopur af dnemisdhrifavoldum (6namisstyrisameindum) eda
stjornprotein sem eru dmissandi i varnasvari hysils vid syklum. Hlutverk mismunandi
bodefna vid ad stjorna fjolbreyttum pattum dnamissvars er hagt er ad nyta sem
onzmisgleda til ad auka dnaemissvar vid boluefni. Bodefni & ferjum hafa verid mikid
rannsdkud sem efnilegir onemisglaedar fyrir DNA boéluefni i forkliniskum likénum og
eru nuna nokkur ad fara i fyrsta fasa klinisk prof (early-phase clinical trials). Par sem
ofnemi er Th2 svar er mestmegnis horft 4 stjornsameindir sem yta undir Th1 svar s.s.
boodefnin IL-12, IL-18 og IFN-y (Barouch et al., 2004; Weiss et al., 2006).
Hjalparsameindir

Ymsar hjalparsameindir hafa verid notadar til ad auka énzmissvar vid DNA boluefni
og ma par nefna CD80 (B7-1), CD86 (B7-2), CTLA-4, ICAM-1, CD154 (CD40L) og
CD28. B7 hjalparsameind 4 ferju gefin med DNA bdluefni jok vakasértakt T-
drapsfrumusvar (CTL) en CTLA4 jok motefnasvar. Annars er virkni hjalparsameinda
i T frumu svari flokin og 6lik og getur verid mismunandi milli vaka (Babiuk et al.,
2003).

T frumur pekkja vakaeiningar (epitopes) og nyleg adferd par sem ubiquitin er
fast vid vakann ytir undir ad hann sé brotinn nidur i vakaeiningar, syndur af
vefjaflokkasameind I og pad leidir frekar til Th1 énaemissvars (Gurunathan et al.,
2000; Weiss et al., 2006). betta a lika vid um ef LAMP-1 (lysosomal-associated
membrane protein 1) er beett vid vakann. Med pvi ad auka nidurbrot eykst fjoldi
peptida sem synifrumurnar geta synt (Ertl and Thomsen, 2003). Med pvi ad bata E3
leader 60 fra adenoveiru 4 ferjuna er vakinn leiddur beint inn i frymisnetid (ER) og
binst par vid vefjaflokkasameind I sameind an pess ad purfa hjalp frA TAP
flutningasameindinni. E3 leader r60in baetti CTL svario fyrir suma vaka en ekki adra
(Gurunathan et al., 2000).

Haegt er ad baeta vid rd0um 4 ferjuna sem eru tjadar med vakanum og hafa pau
ahrif ad vaka er seytt ut ur frumunni eda binst vid frumuhimnuna en pad hefur i
sumum tilvikum aukid vessabundid 6nemissvar (Ertl and Thomsen, 2003;
Gurunathan et al., 2000).

bad er ekki no6g ad genainnleida DNA boélusetningarferjuna inn i frumuna, hiin

parf ad komast inn i kjarnann en pad er dztlad ad minna en 1% af genainnleiddri
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DNA bélusetningarferju sem kemst inn i frumu komist inn { kjarna. R49 til ad auka
innflutning er ad bata vid kjarnainnflutningsrdd (nuclear localization sequence, NLS)
(Babiuk et al., 2003). Einnig er verid ad proa boluefni par sem reynt er ad koma
boluefni til skila inn 1 videigandi angafrumu (Reddy et al., 2006).

Inngjof béluefnis

DNA béluefni hefur verid gefio eftir nokkrum leidum i mismunandi vef, t.a.m.
voova (intra muscular, i.m.),  hud (intradermal, i.d.), i &8 (intravenous, i.v.), i
kvidarhol (intraperitoneal, i.p.), i gegnum yfirhid med 6ramyndun (scarification), i
slimhud um munn (oral), i nef (intranasal), leggdng (vaginal) og i gegnum hud an
ifarandi adgerdar (noninvasive). Algengasta bolusetningarleidin hefur verid i vodva
(Gurunathan et al., 2000). Mismunandi bolusetningaradferdir hafa verid notadar eins
og inndzling (injection) DNA bdlusetningarferju i saltvatni (saline), i efnasambandi
vid fituefni, og med pvi ad prysta/skjota inn (impelling) DNA bdluefninu annad hvort
sem loftiida (aerosol) eda hudad & gullagnir beint inn i yfirhid og ledurhid med
rafstudi eda gasprystingi (t.d. helium) (Lai and Bennett, 1998). Audvelt er ad utbta
sprautuinndaelingu med pvi ad blanda DNA ferjunni vid saltvatn. bPad sem “biolistic”
teekni, eins og genabyssa og Bioinjector 2000, hafa fram yfir hefdbundar
sprautunaradferdir er meiri skilvirkni. Pad parf um 100 sinnum minna af DNA i mys
til ad fa samberilegt métefnasvar midad vid nalargjof. Sa galli er & gjof Njardar ad
pad faest ekki sama dnemissvarid med sama plasmidinu ef gefid er med “biolistic”
adferdinni eda med sprautu i védva, sprautunaradferdin kallar fram Thl svar en
genabyssa frekar Th2 svar. Fjoldi skammta, magn og timi milli skammta hefur ahrif &

onaemissvarid (Doria-Rose and Haigwood, 2003).

1.4.1.2 Ferli 6nzemiskynningar vio DNA bélusetningu

Vaka syningaferlid og rasing dnemissvars i kjolfar DNA boélefnis er ekki ad fullu
pekkt. Syning énemisvaka fyrir T frumur fer eftir tveimur leidum eins og lyst er
kafla 1.1.3.1.

Pad er talad um prjar mogulegar leidir fyrir vakasyningu eftir DNA
bolusetningu (sja mynd 7). Su fyrsta er ad synifrumur (professional APC) genaleidist
beint, t.d. angafruma og tjai og syni vakann. Onnur méguleg leid er bein
fruménaeming breyttra likamsfrumna, t.d. védvafrumna eda hyrnisfrumna en pa er

aukagen 4 ferjunni sem tjair hjalparsameind og getur likamsfruman raest T frumur
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beint. bridja leidin er kross-6na@ming (cross-priming) par sem ferju DNA genaleidist
inn i likamsfrumu og/eda synifrumu og protein sem seytt er fra genaleiddri frumunni

er tekid upp af synifrumu og synt T frumum (Cui, 2005; Gurunathan et al., 2000).

T-fruma
DNA bdluefni

Hjalparsameind

Mynd 7. T frumu raesing eftir DNA bélusetningu.

Rannsoknir i masum hafa synt ad eftir bolusetningu med tjaningarferju DNA sem skrair fyrir akvedinn
vaka, raesast T frumur af synifrumum sem (b) annad hvort hafdi verid genaleiddar beint af DNA
ferjunni eda (c) fengid vaka gegnum kross-onamingu, par sem fruma sem er ekki synifruma hefur
upprunalega tjad protein DNA boéluethisins og flutt i einhverju formi yfir i synifrumuna sem synir
vakann med vefjaflokkasameind I T frumu. (a) Védvafrumur taka upp DNA boluefni og framleida
meira af proteininu en adrar frumur in vivo en skortir hjalparsameindir til ad reesa T frumur. Mynd
islenskud eftir (Liu, 2003).

1.4.1.3 DNA boélusetning i steerri dyrum

DNA béluefni virka afar vel i misum en pegar 4 ad yfirfaera teeknina i steerri dyr pa
hefur 4rangurinn ekki verid eins géour og i raun er enn verid ad vinna grunnvinnu 4
pvi svidi (Babiuk et al., 2003; van Drunen Littel-van den Hurk et al., 2000).
Omzemissvar { steerri dyrum hefur fengist med DNA bolusetningu, s.s. T drapsfrumu-,
motefna- og mismunandi gerd af T hjalparfrumu svari og er gerd svars og styrkur had
sjukdomnum, vakanum, dyramodelinu og bolusetningar adferdum (Cui, 2005).

Yfirleitt faest alltof lagt svar sem parfnast eflingar med proétein endurbolusetningu. Oft
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er reynt ad beina svarinu & Th1 braut med DNA boélusetningu og efla svo med
proteini.

Verid er ad proa og profa nokkur DNA boluefni gegn sjikdémum 1 husdyrum
og hafa sum hver veitt vorn gegn sykingu t.d. i minkum, svinum, nautgripum og
fuglum (Castelruiz et al., 2005; van Drunen Littel-van den Hurk et al., 2000). Eftir
DNA bélusetningu hefur verid synt fram a hlutleysandi motefni gegn veirum sem
valda munnbld0rubdlgu (vesicular stomatitis virus) (Cantlon et al., 2000), &dabolgu
(equine arteritis virus) (Giese et al., 2002), og afriskri hrossapest (african
horsesickness virus) (Romito et al., 1999). 1 afrisku hrossapestinni fékkst einnig
marktaekt frumubundid svar (Romito et al., 1999). Moétefnasvar gegn Rhodococcus
equi fékkst eftir DNA bolusetningu sem var fylgt eftir med protein endurbdlusetningu
i folsldum (Lopez et al., 2003). Ogrun var ekki reynd i pessum tilraunum.

Gefid hefur verid leyfi fyrir notkun tveggja DNA béluefna gegn
veirusykingum i hestum, en pau eru gegn hestainfliensu og gegn “West Nile”
veirusykingu (Minke et al., 2004). Métefna- og frumubundin 6nemissvor (IgGa, IgGb
og IFN-y) fengust eftir DNA bélusetningu sem vardi fol6ld gegn hestainfliensu
veirusykingu (Lunn et al., 1999; Soboll et al., 2003).

Me0d pvi ad setja gen vaka sem veldur ofnaemi inn i tjdningarferju og nota til
a0 bolusetja med, ma beina dnamissvarinu & Th1 braut sem veitir vernd fra Th2 braut
og hindrar myndun IgE og peirra patta sem studla ad ofnaemi. Bid var til DNA
boéluefni gegn hnetuofneemi og pad hjipad med jakveett h160nu lipidi (chitosan). Mys
sem fengu lipid hjupad DNA med rikjandi hnetuvakageni (pCMV Arah2) framleiddu
IgA og IgG2a. begar 6n@missvar pessara misa var borid saman vid on@missvar musa
sem voru obolusettar eda bolusettar med tomri DNA ferju, sast veruleg minnkun 4
vakarastu ofnemislosti sem tengdist minna magni af IgE og bélgubodefnum (Cui,
2005). DNA boluefni til medferdar gegn ofnaemi hefur gengid vel i musum (Weiss et
al., 2006) en eins og med DNA boluefni gegn smitsjukdomum virdist erfitt ad faera
pennan g6da arangur yfir & menn eda sterri dyr. Ofnaemi er ekki algengt vandamal {
htsdyrum, einna helst p6 1 geludyrum eins og hundum (Pedersen, 1999) og i hestum
s.s. heymedi (cronic obstructive pulmonary diesease, COPD) (Eder et al., 2000;
Schmallenbach et al., 1998) og sumarexem (Halldorsdottir et al., 1989; Marti et al.,

1999). Af pessum s6kum eru ekki stundadar mjog viotekar rannsoknir & pessu svidi.
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1.4.1.4 Onzemisérvandi CpG stef

DNA béluefni hafa innbyggda dnemisglaeda sem eru svokalladar CpG radir, en paer
eru Thl styrandi. Synifrumur 1 6naemiskerfi spendyra hafa leert ad pekkja pessi CpG
stef sem haettubod eda merki um sykil. CpG radirnar bindast TLRO i synifrumum og
vid pad seyta per ut fjolda af bodefnum, par 4 medal IFN-o/B, TNF-a, IL-6 og IL-12
og par med reesast NK frumur til ad framleida IFN-y en sum pessara bodefna (IL-12
og IFN-y) beina Th ntll frumunni & Th1 braut (Weiss et al., 2006). DNA béluefni eru
pvi nanast undantekningarlaust Th1 boluefni, alla vega ef pau eru gefin med nal.
Einnig hefur verid synt fram 4 ad CpG geti ekki adeins beint 6naemissvari inn & Thl
braut heldur getur pad aukid IL-10 framleidslu (sem er skammtahad) sem veldur pvi
ad bxdi Thl og Th2 svar minnkar og par med dregur r ofn@miseinkennum (Tsalik,
2005).

Onamisgledirinn i DNA boluefnum sem rasir synifrumurnar eru stuttar
kirnisradir eda stef (motifs) 4 tjaningarferjunni med dmetylerudu CpG tvikirni i midju
og sérstokum kirnum sitt hvoru megin. Erfdactni bakteriu er 6likt erfoaefni
heilkjornunga med tilliti til CpG stefja. Heilkjornungar eru med feerri CpG nukleo6tid
en bakterfur. CpG stef eru yfirleitt metylerud 4 fimmtu stadsetningu 4 um 70%
cytosine basa i heilkjornungum, en 6metylerud i bakterium. I genamengi hryggdyra
eru basarnir sitthvoru megin vid CpG ekki tilviljanarkenndir. Algengast er ad basinn a
undan CpG sé C en G basinn 4 eftir. Athygli vekur ad ometylerud CpG stef eru
onaemisvekjandi ef r6din er almennt XCGY; X séu allir basar nema C; Y séu allir
basar nema G, en pa faest ekki sterkt onemissvar (Krieg, 2002).

Orvunin fer ekki einungis eftir CpG rodinni eda stefinu sjalfu heldur lika eftir
kirnunum sitt hvoru meginn vid stefid, fjolda peirra og gerd. CpG stef er ur einum til
tveimur bésum fyrir ofan og nedan CpG nukledtidin en pad gefur moguleika & mjog
morgum basasamsetningum. Med pvi ad rannsaka ahrif mismunandi samsettra CpG
stefja & Onemisfrumur Gr misum og kaninum sast ad hagkveemast er ef stefio er
purine-purine-CG-pyrimidine-pyrimidine og stefid sem virkadi best er GACGTT.
Komid hefur i 1j6s ad viss tegundasérvirkni er fyrir CpG stefjunum. bad eru t.d. ekki
somu CpG stefin sem virka best i miisum og ménnum. Stefid sem virkar best i misum
GACGTT orvar litt manna hvitfrumur. Menn og mannapar svara hinsvegar
kroftuglega 4 sama stefio, GTCGTT svo og ymsar adrar dyrategundir eins og
nautgripir, kindur, geitur, kettir, hundar, svin, hensni og hestar (Krieg, 2002).
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Haegt er ad profa in vitro og in vivo hvort CpG radirnar veki 6namissvar i
dyrategundinni med pvi ad bua til CpG margkirni (oligodeoxynucleotides, ODN).
Ymsir paettir hafa ahrif 4 getu CpG ODN til ad rasa og efla enn frekar dnamissvar
eins og hvernig basar eru fyrir ofan og nedan vid CpG stefid, fjolda og bil 4 milli CpG
stefja og gerd grindar (backbone). P6 6flugustu ODN hafi yfirleitt tvo til prjia CpG
stef er ekki haegt ad auka virknina frekar med pvi ad bzata vid fleiri stefjum. Til ad
koma i veg fyrir nidurbrot eru CpG ODN idulega itbiin med breyttri nikleasa polinni
grind en pa er einu af 6tengdu surefnisatdmunum 4 hverri fosfodiester
(phosphodiester, PO) tengingu skipt ut fyrir brennisteinsatom til ad bua til
fosférothioate (phosphorothioate, PS) grind. CpG ODN & PS formi hefur mikla saekni
i ad bindast frumuhimnu og pvi hlutfallslega meira tekin upp af frumum (Krieg,
2002).

Groflega er hagt ad skipta CpG ODN upp i 2 megingerdir sem radst af gerd
grindarinnar og frumnanna sem rasast. ODN med PO grind hafa verid kalladar CpG-
A ODN og raesa NK frumur og koma af stad IFN-a framleidslu angafrumu
(plasmacytoid DC) forvera. Ahrifaméattur ODNsins eykst enn frekar ef 5°og 3’
endarnir eru PS breyttir, sem gerir ODN-i0 nukleasapolnara, en midjan med PO grind.
Me0 pvi ad bata r60 af G bosum 4 5'og 3" endana eykur pad upptdku inn i frumur og
par med aukast likurnar & pvi ad raesa NK frumur. CpG-B ODN eru a nukleasapolnu
PS formi, engar fj61-G basaradir og hafa ahrif 4 6naemisérvun B frumna. [ raun er
ekkert algilt i pessu og margar undantekningar og pvi ber ad lita 4 hverja DNA
sameind med CpG stefi sem sér orsakavald (Krieg, 2002).

Greint hefur verid fra DNA r6dum sem innihalda CpG tvikirni sem sporna vid
orvunarahrifum CpG stefja. Pessi hamlandi stef innihalda radir par sem CpG
nukledtidin hafa cytosine 5'meginn (CCG) eda tvo guanine 3 'meginn (CGGG). Tidni
hamlandi stefja er tvisvar til fimm sinnum algengara en CpG stef i genamengi
mannsins sem gefur til kynna ad pessi stef séu til ad vinna gegn mogulegum
onaemisodrvandi ahrifum CpG stefja innan genamengis hryggdyra (Sasaki et al., 2003).

Hagkveemast veeri a0 taka it sem flest hamlandi stef og setja inn CpG
onemisvekjandi stef & ferju DNA boluefnis til a0 auka 6nemissvarid. Jafnvel veeri
audveldara ad gefa CpG ODN med DNA boluefninu til ad auka 6naemissvarid heldur
en ad gera umbetur 4 ferjunni. Aftur 4 moti fékkst minni tjaning & vaka pegar CpG
ODN var gefid med DNA bodluefnaferju med vaka sem ma liklega rekja til samkeppni

milli ferjunnar og ODN ad komast inn i markfrumurnar (Babiuk et al., 2003; Sasaki et
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al., 2003). Profad hefur verid ad eyda af ferju 52 af 134 hamlandi CpG stefjum og
sidan batt inn 4 hana auka CpG 6n@misvekjandi stefjum, 16 stef og fleiri.
Onzmissvar pessara breyttu ferja var sidan borid saman vid foreldraferjuna og syndi
ferjan med eyddum hamlandi stefjum aukin énemisorvandi ahrif vid rannsoknir 1
musum og ferjan med auka 16 CpG stefjunum enn meiri ahrif. Aftur 4 moti gaf auka
50 CpG stef leegra motefnasvar samanborid vid auka 16 CpG stef, pratt fyrir ad hafa
gefid besta CTL svarid. Verid gati ad of morg vidbotar CpG stef i DNA boluefni hafi
pau ahrif ad framleitt s¢ of mikid af interferonum af gerd I sem leidir til ad minna er
tjad af vaka ferjunnar og verdur hiin pvi minna énaemisvekjandi. Vitad er ad IFN-y
hamlar virkni veirustyrla og pvi getur mikil IFN-y framleidsla dregid ur magni vaka
sem tjad er undir stjorn CMV styrils (Krieg, 2002; Sasaki et al., 2003). Annars er
hagkvamasti fjoldi CpG stefja mismunandi milli dyrategunda en én@missvar 1 kim
jokst med fjolda CpG stefja allt upp i 160 stef & einni ferju (Babiuk et al., 2003).

Profad hefur verid ad setja auka CpG stef inn & bluescriptferju og gefa med HIV-1
DNA béluefni. Sett voru 5, 10, 15 og 20 auka CpG stef inn & bluescript ferju og fékkst
aukin tjaning 4 vefjaflokkasameind II, CD40 og CD86 in vitro. Med pvi ad sprauta i
mys CpG ferjurnar med HIV-1 DNA ferjunni jokst marktekt HIV-sértaekt motefna-
og frumubundna svarid. Marktaekt heaerra svar fékkst ef CpG ferjurnar voru gefnar 2 til
4 dogum eftir DNA bolusetninguna. Ferja sem innihélt 20 auka CpG stef gaf besta
onamissvarid badi in vitro og in vivo. Nidurstodurnar gafu til kynna ad auka CpG
stef & ferju gaetu beett oneemissvar DNA boéluefnis (Kojima et al., 2002).

CpG ODN med proteinum hefur mikid verid notad til ad reesa Th1 dnamissvar.
bad hefur meira ad segja verid synt fram 4 ad med pvi ad gefa CpG med var haegt ad
koma 1 veg fyrir Th2 midlad vidbragd og jafnvel breyta Th2 svari nar pvi sem likist
Thl svari i misum og i ménnum (Tsalik, 2005; Weiss et al., 2006).

Nokkrar rannsoknir benda til ad pad sé fleira en CpG a ferjunni sem 6rvi
onamissvar en med pvi ad bolusetja annars vegar med methyleradri og hins vegar
omethyleradri ferju fékkst svipad Th1 midlad métefna- og frumusvar. Einnig fékkst
Th1 midlad 6namissvar eftir DNA boélusetningu baedi i TLR9 genasviptum misum og
i villigerd. Pad eru sem sagt til fleiri 6pekkt haettubod 4 DNA ferju en CpG stef
(Weiss et al., 2000).
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1.42 Onzmisgledar

Islenska ordid fyrir adjuvant er dnzemisgladir en adjuvant er komid af latneska ordinu

adjuvare sem pyoir ad hjalpa og er hagt ad skilgreina sem efni (eda samsett efni) sem

Orvar eda styrir Ongmissvari gegn vaka sem pad er blandad vid. Mismunandi vakar

purfa mismunandi hjalp fra gledunum. Onamisgladar vekja medfadda dnemissvarid

og er haegt ad flokka eftir fimm verkpattum

e Onamisstyringu (immunomodulation, s.s. styringu bodefnatjaningar og pa er 4tt
vid hvort énaemissvarinu sé styrt inn & Th1 eda Th2 braut).

e Syningu (presentation, vidhaldi 4 16gun vakans).

e T drapsfrumu 6nemiskynningu (lysir pvi ferli sem fer af stad pegar vaki binst T
frumu vidtaka i fyrsta skipti og 6namissvar hefst).

e Hvort raesa eigi akvedna markfrumu (targeting specific cells).

e Fordamyndun (depot generation, sem ma utskyra sem svo hve lengi vakanum er
haldid a stadnum, vardveittur).

Onamisglaedir getur virkad 4 fleiri en einn mata til ad vekja varnar dnzmissvar gegn

vaka p.e. hann getur séd um fleiri en einn af pessum verkpattum. Samsetning eins eda

fleiri onemisgleda og vaka hefur verid mikid rannsakad & undanfornum arum (Lima

et al., 2004).

Boéluefni sem er verid ad proa ni 4 timum byggist 4 notkun einangradra
endurradadra eda nymyndadra vaka en vandamalid vid pa er ad pad faest minni
onemissvorun midad vid boluefni med lifandi eda daudum heilum lifverum. bad
kallar 4 notkun 6flugra 6ngemisglaeda. Alum (Alumium hydroxid) sem hefur lengi
verid radandi glaedir i mannabdluefnum vekur gott métefnasvar (Th2) en 6rvar ekki
frumubundid 6naemissvar (Th1) sem er mikilvaegt sem varnarsvar gegn t.d.
innanfrumu syklum. bad er porf 4 Sruggum 6naemisgledum sem 6rva frumubundid
onaemissvar (Thl) og hagt er ad nota i boluefni sem gefin eru i gegnum slimhud, i
DNA boluefni, ofnemis, krabbameins og sjalfsofnaemis boluefni (Petrovsky and
Aguilar, 2004).

Rannsoknanidurstodur um medfaedda onaemiskerfid og pa sérstaklega um
PAMP sameindir og PRR vidtaka s.s. TLR og fleiri hafa valdid umbyltingu i

onaemisglaeda rannséknum 4 undanférnum arum (Marciani, 2003).
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1.4.3 Onzemisstyrandi gleedar

Enn sem komid er eru ekki margir fullbinir Thl 6ne@misglaedar & markadnum sem
leyfdir eru i boluetni (clinical grade). Med aukinni pekkingu & verkun énemisglaeda
og vidtdkum peirra s.s. TLR, pé stendur petta til bota. Morg efnasambond ar
bakterium hafa synt fram 4 ad vera mjog dnamisorvandi en samt sem adur eru flest
pessi efnasambond frekar eitrud. Til ad leysa pann vanda hefur miklu pudri verid eytt
i ad finna og einangra pa petti sem hafa dnemisorvandi ahrif an eitur ahrifa. Nokkur
efnasambdnd hafa fundist sem verid er ad profa sem 6naemisglada. Eitt pessara
efnasambanda er lipid A ur lipopolysaccaride og er mjog dnaemisvekjandi og annad
efnasamband er muramyl dipeptid (MDP) (Johansson et al., 2004). Einnig hefur verid
synt fram & ad viss peptio s.s. poly-L-arginin geta virkad sem Thl gladar ein sér eda

med CpG rodum (Lingnau et al., 2002).

1.4.3.1 Monophosphoryl-lipid A, MPL

Monophosphoryl-lipid A (MPL) er tilbtiinn blandadur oliuglaedir sem innheldur
afeitrad lipid A ur lipopolisakkariodi (LPS) Salmonellu minnesota R595. MPL er Thl
styrandi glaedir baedi i misum og ménnum (Baldridge and Crane, 1999; Evans et al.,
2003). Lipid A er byggingarpattur tr lipopolysaccaride (LPS) sem er stadsett i ytra
fitulagi frumuveggs Gram-neikveadra bakteria. Synt var fram 4 ad eitur- og
onamisgledadhrif LPS séu vegna lipid A hlutans. Med pvi a0 fjarleegja fosfat hop af
sykur hlutanum minnkudu eitur ahrifin 100-1000 falt en samt sem adur hélst dnaemis
orvandi hlutinn i sameindinni (Evans et al., 2003; Johansson et al., 2004).

LPS og b4 einnig MPL bindast TLR4 og TLR2 vidtokunum (Chodaczek et al.,
2006; Johansen et al., 2005; Martin et al., 2003). Bod i gegnum TLR4 kemur af stad
ferli i synifrumunni par sem hjalparbodsameindir, frumuyfirbordsvidtakar, bodefni og
bolgubod eru tjad. MPL 6namisglaedir midlar frumubundnu 6naemi og ytir undir Thl
onamissvar (aukin IFN-y framleidsla) sem gerir MPL 6n@misglaedirinn tilvalinn fyrir
ofna@misbdluefni (Evans et al., 2003). MPL getur einnig tengst TLR2 vidtaka sem
liklega leidir til reesingar 4 Treg frumum (Wheeler, 2006). Rannsdkn 4 einkjérnungum
(monocytes) ir ménnum sem Srvadar voru med MPL syndi a0 MPL notadi TLR2 og
TLR4 4 mismunandi hatt til ad hvetja TNF-q, IL-10 og IL-12 framleidslu sem gefur
til kynna ad MPL geti 6rvad Thl og Th2 bodefni i gegnum TLR. Einnig var synt fram
4 a0 TLR2 og TLR4 studludu ad tjaningu CD86 og sérstakelga CD80 i manna

einkjérnungum sem orvadar voru med MPL (Martin et al., 2003).
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Heaegt er ad nota MPL til ad efla ofnemisbdluefni sem notud eru i folk, pannig
ad ef MPL geeti 6rvad Thl svar i hrossum veri haegt ad nota hann 1 préteinbdluefni
og/eda til ad efla svar eftir DNA boélusetningu (Crameri and Rhyner, 2006; Evans et
al., 2003; Wheeler, 2006).

1.4.3.2 Muramyldipeptide, MDP

Muramyldipeptide (MDP, N-acetylmuramyl-L-alanyl-D-isoglutamine) er litid
fjdlsykrupeptid (glycopeptid) Gr frumuvegg bakteriunnar Mycobacterium sem notud
er i complete Freund’s adjuvant (CFA). Pad hefur verid synt fram 4 ad MDP eykur
ekki adeins matt veiks vaka heldur eflir 6sérvirka vorn gegn fjolbreytilegum
orverusyklum eins og vid bakteriu, sveppa og veirussykingu (Johansson et al., 2004;
Masihi, 2000).

Onamisgladaahrif MDP eru had pvi vid hvad pad er blandad en i saltlausn
hvetur pad motefnahad onemi en sett i fitukorn (liposomes) eda blondud vid glyserol
kemur pad af stad sterku frumubundnu 6nami. Frumurnar sem MDP &rva eru medal
annars storatfrumur, hvitfrumur, mastfruma, innpekjufrumur og trefjakimfrumur
(Petrovsky and Aguilar, 2004). MDP er skilgreint sem PAMP og binst innanfrumu-
PRR vidtaka sem kallast “nucleotide-binding oligomerisation domain protein 2”
(NOD?2). Ferlid sem fer af stad eftir bindingu vid vakann leidir til kaspasa drvunar
(caspase activation), frumudauda (apoptosis), framleidslu frumbodlgu bodefna (TNF-a
og IL-1P), einnig bodefha og hjalparbodsameinda (t.d. IL-6, IL-12, B7.2) sem eiga

patt i frumubundnu 6nemi (Moschos et al., 2006).

1.4.3.3 Poly-L-arginine, pR

Jakveett hladnar fj6l-aminosyrur (cationic poly-amino acids), par med taldar poly-L-
arginine (pR) og poly-L-lysine (pK) 6rva synifrumur (APC) til ad taka upp peptid-
vaka in vitro og in vivo. Synt hefur veri fram 4 ad pR getur virkad sem Th1 gledir
einn sér eda med CpG rodum. Jakvaed hledsla pR og neikveaed hledsla CpG-ODN
virka vel saman og hafa 6na@misstyrandi ahrif. Rannsokn syndi ad pR/CpG-ODN
blanda hefdi mun meiri dnaemisahrif en efnin ein og sér. Onamissvarid sem fékkst
med blondunni vardi marktaekt lengur en pau sem fengust med CpG-ODN eda pR eitt
og sér. bar ad auki kom pR 1 veg fyrir ad CpG-ODN kami af stad kerfisbundnum
losunum & frumbo6lgu bodefnum eins og TNF-a og IL-6. betta tvennt ma liklegast

rekja til pR-midlandi vardveislu (depot formation) 4 sprautunarstad. Nidurstddur
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syndu ad béluefni med peptid og pR/CpG-ODN blondu veeri arangursrik og 6rugg
adferd til ad f4 dnemiskynningu sem veaeri 6flug og endingargdd peptid-sértaek T
frumu svorun. [ nokkrum tilraunum med DNA bélusetningu voru jakvztt hladnar fjol-
amindsyrur notadar sem heafir flutningsberar fyrir plasmid DNA inn i frumurnar
(Lingnau et al., 2002). Einnig hefur verid synt fram 4 ad pR geti flutt peptid og
protein inn i frumur (Deshayes et al., 2005; Luhrs et al., 2002; Mattner et al., 2002;
Noguchi and Matsumoto, 2006)

Upptaka poly-L-arginine byggist 4 innfrumun (endocytic prossess) (Luhrs et
al., 2002). pR binst heparin sulfid 4 yfirbordi frumu og innhverfist med hjalp heparin
sulfid-sértaeks innfrumunarferils. Pegar inn i frumuna er komid losnar pR fra heparin
sulfidinu sem veldur pvi ad himna innfrumunarblédrunar byrjar ad leka og peptidin

losna inn 1 umfrymid (Deshayes et al., 2005).

1.5 Staoda verkefnisins

A Keldum hefur verid sett upp likan i hestum par sem notad er "human serum
albumin" (HSA) gen og protein. Ofneemi var myndad gegn HSA 1 fjérum hestum med
pvi a0 sprauta pa med HSA og alum 6nemisgladi undir hud. bessir hestar svara 4
HSA med meira IL-4 en IFN-y, IgE og sterku IgG(T) og eru jakvedir i hudprofi.
Onamissvar peirra er notad til ad bera saman vid énaemissvar hesta sem bolusettir
hafa verid og verda bolusettir med HSA geninu 4 tjaningarferjum. Tver
tjaningarferjur med HSA geninu hafa nli pegar verid profadar i hrossum. Sprautadir
voru 2 hestar 1 vodva og 1 hud med hvorri ferju.

Jarpur og Litfari voru sprautadir med HSA geni 4 pcDNA3.1/GS genaferju i
vodva og undir hud ellefu sinnum med nokkurra vikna millibili. Eftir DNA
boélusetningu svorudu peir HSA med lagu IgG moétefnasvari en ekki IgE. Hestunum
var 6grad med HSA proéteini og alum prisvar sinnum undir hid. Eftir pad svorudu peir
med 6flugu IgG(T) og IgE métefnum. beir svorudu 4 HSA 1 hudprofi.

Erpur og Rokkvi voru sprautadir med HSA geni & pcDNA3.1/V5-His
genaferju 1 voova og undir htd atta sinnum med nokkurra vikna millibili. Annar
svaradi HSA med orlitlu IgG motefnasvari en hinn ekkert. Peim var gefin HSA
protinefling prisvar sinnum. Eftir pad svérudu badir med IgG(T) og IgE og svorudu
badir & HSA i hudprofi.
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bessi lagu svor virtust ekki naegilega Th1 midud (fokuserud) fyrir eflingu
svars med protini. Métefhasvar var mjog lagt eftir itrekadar bolusetningar. Eftir
proteineflingu 1 kjolfar DNA boélusetninganna var IgG undirflokkasvorun hestanna
med svipudu snidi og hja samanburdahestum med ofnemi. Greinilegt er ad eitthvad
parf ad gera til a0 efla svarid. Pad 14 pvi fyrir ad beeta pyrfti tjaningarferjurnar.
pcDNA3.1 ferjurnar hafa verid profadar i hestafrumum in vitro og eru ekki mjog vel
tjadar en aftur & moti er onnur ferja sem kallast VR1012 med synigeni (CAT), sem
lika var préfud, mun betur tjad. VR1012 er hins vegar erfid i notkun par sem ekki
liggja fyrir naegar upplysingar um uppruna hennar og basardd. Liklegt er ad VR1012
sé betur tja0 1 hestafrumum vegna pess ad hun hefur innréd aftan vid styrirédina
(promoter). En algengt er ad slikri innr6d sé beett inn 4 ferjur sem verid er ad nota i
DNA bolusetningartilraunum (Ertl and Thomsen, 2003).

AJ framansdgou potti astaeda til ad reyna ad baeta tjaningu ferjanna i

hestafrumum og leita ad dnamisglaedi til ad Thl styra dnemissvari i hestum.
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TILGANGUR TILRAUNA

Markmid verkefnisins var ad préa og profa tjaningarferjur fyrir DNA boéluefni og
onemisgleda sem orva Thl onemissvar hja hestum.
Farnar voru mismunandi leidir ad markmidinu:
1) broadar og profadar voru tjaningarferjur sem hagt veri ad nota i DNA
boéluefni fyrir hross.
2) Leitad ad CpG rodum sem Srva onaemissvorun { hestum og nota meetti sem
onemisglaedi 4 tjdningarferjum eda i proteinboluetni.
3) Profud stutt peptid sem gaetu virkad sem Thl gledar einir og sér eda gaetu eflt
svorun med CpG stefjum.
4) Profadur in vivo Monophosphoryl-lipid A (MPL) tilbtinn Th1 styrandi
Onamisglaedir.
Til ad geta metid hvort ad dnamissvar vari 4 Th1 braut eda Th2 braut var sett upp
rauntima PCR TaqMan aoferd til meelingar 4 bodefnum. Sem Th1 vidmid var notud

onaemissvorun hesta vid y-herpesveiru.
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EFNI OG ADFERDIR

3.1 Hestar

Sex heilbrigdir islenskir hestar (5-9 vetra) voru notadir i tilraunina, Bjossi, Kalli,
Dvergur, Svarth6foi, Jakob og Svali. Upplysingar um hestana, i hvada tilraunir peir

voru notadir og hvenar tilraunirnar foru fram, kemur fram i t6flu 1.

Tafla 1 Tilraunahestar

Nafn Faeodingardr Timabil tilrauna Uppruni Boélusetning

Bjossi 1997 Sept "03-des ‘06  Skagafjordur HSA protein og alum glaedir
Kalli 1997 Sept '03- des ‘06 Hornafjérdur HSA protein og alum gledir
Dvergur 1998 Feb '04-mai ‘06 ~ Rangarvellir ~HSA protein og MPL glaedir
Svarth6foi 1996 Feb "04-juli "05 Rangérvellir  HSA proétein og MPL glaedir
Jakob 1998 Feb '05-des ‘06 ~ Rangarvellir  HSA protein og MPL glaedir
Svali 1999 Feb "05-des "06 Rangérvellir ~ HSA protein og MPL glaedir

3.1.1 Boélusetningar og blodtokur

Bolusetning med HSA proteini i alum gledi: Human serum albumin (HSA) préteini
(Sigma) var sprautad undir hud (subcutaneous) 4 einum stad 4 halssveedi hestanna i
lausninni 89,5 pg i 0,25 ml phosphate buffer saline (PBS) blandad i 0,25 ml hydroxid
alum (Alhydrogel® Superfos biosector). Notud var 21 gauge nal (Terumo®).

Bolusetning med HSA proteini i MPL glaedi: 89,5 pg HSA blandad 1 250 pl
PBS. 500 pul HSA (179 pg) og 1,5 ml PBS blandad i einn skammt af MPL
onaemisgledinum (Sigma). Heildarrimmalid var pvi 2 ml i hvern hest. Einn MPL
skammtur midast vid eitt glas sem inniheldur 0.5 mg monophosphoryl lipid A ur S.
minnesota (MPL), 0.5 mg trehalose dicorynomycolate (TDM) og 0.5 mg frumuvegg
ur berklabakterium (cell wall skeleton fra tubercule bacillus, CWS) i 2% oliu-Tween
80-vatni. Fyrir adra og pridju bolusetningu var blandad 1 ml af HSA (358 pg/ml) og 1
ml PBS 1 einn skammt af MPL 6n@misgledi. Skammtur 1 hvern hest var 1 ml, 179
pg/ml HSA og halfur skammtur af MPL. Hestarnir voru sprautadir einu sinni undir
hid og einu sinni i vodva (intra muscular) baAdum meginn 4 halsinum (tver stungur
hvoru meginn). Notud var 21 gauge nal (Terumo®).

Ofnemishudprof voru framkvemd med pvi ad sprauta 0,5 ml af 1% HSA-lausn
(50 mg HSA blandad med 5 ml sterilu PBS) 1 htd. Vidmidunarsyni voru Histamin 1
mg/ml i PBS (jakvett) og PBS (neikveatt). Sprautad med 0,5 ml 4 hvern stad, hverri
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lausn einu sinni hvoru meginn 4 halssvadi hest. Hidsvadid var klippt/rakad adur.
Notud var 25 gauge nal (Terumo®).

B160 var tekid ur blaad 4 halsi (vena jugularis). Notud var Vacuette ndl af sterd
20Gx1%” (0,9mmx38mm, Greiner bio-one, Austria). B160 var tekid i blodtokuglos
med Lithium Heparin storkuvara (Vacuette® Greiner) ef einangra atti hvitfrumur en
sermisglos (Vacuette® Greiner) ef hirda atti sermi.

Bjossi og Kalli voru notadir sem samanburdarhestar, framkallad var ofnami i
peim med pvi ad sprauta pa med HSA proéteini i alum 6naemisgleedi undir hud einu
sinni (sja blodtokur og adgerdir 1 vidauka A) og gert & peim hudprof.

Dvergur, Svarth6foi, Jakob og Svali voru sprautadir med HSA proéteini i MPL

onamisstyrandi glaedi prisvar sinnum (sja blédtokur og adgerdir 1 vidauka A).

3.2 DNA-vinna

3.2.1 Skerdiensim

Skerdiensim voru notud til ad stadfesta hvort ad um @tlad erfdaefni veeri ad reda og
til ad klona i eda ur ferju. Skerdiensimin, Bovine Serum Albumin (BSA) og
videigandi duar voru fra New England Biolabs og Fermentas og var farid eftir peirra
leidbeiningum. I hvarfbléndu var notad ymist eitt eda tvo skerdiensim, DNA sem atti
ad klippa, duar, BSA ef purfti og ad lokum ddH,O upp ad lokarimmali. Hvorfin voru
latin ganga 1 2-18 klst. vid 37°C og ensimin sidan afvirkjud med pvi ad hita lausnina i

65-80°C 1 20 min. og for pad eftir pvi hvada ensim atti 1 hlut.

3.2.2 Limingar
T4 DNA ligasi var notadur til ad lima erfdaefni saman, pa einna helst erfdaefni inn i
ferju. Ligasinn og 10x diinn voru fra Fermentas og fylgt leidbeiningum fra peim vid
limingar. Styrkur erfdaefnis og ferju var maldur i ljésmeli eda dxtladur & rafdrattar
hlaupi. Midad var vid ad hlutfall milli erfdaefnis og ferju veri u.p.b. 6:1 sameindir.
Limt var i 10 pl rimmali 1 12-24 klst. vid 16°C og ligasinn sidan afvirkjadur vid 65°C
ium 15 min.

I nokkrum tilraunum var TOPO cloning kit fr4 Invitrogen notad en i pvi er
linuleg ferja (pCR2,1-TOPO vector) med Topoisomerasa & endunum sem hjalpa til

vid a0 lima erfoaefni inn 1 ferjuna. Taq polymerasi skilur eftir 6paradan A basa 4
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endum PCR afurda, samlodunarenda (overhang) sem fellur ad T basanum sem er
oparadur 4 endum TOPO ferjunnar. Fario var eftir leidbeiningum fra framleidanda

fyrir utan ad notast var vid helmingi minna magn af TOPO ferjunni.

3.2.3 Magnmeling DNA

Styrkur erfoaefnis var azetladur i rafdreetti 4 agardsahlaupi (utskyrt nanar hér ad
nedan) eda med melingu i ljosmeli. BRL DNA stigi fra Life Technologies var
notadur sem vidmid i rafdretti en band af steerdinni 1.635 bp er 10 ng/pl. Til ad mela
styrk erfdaefnis voru syni pynnt og sett i jdsmelinn GeneQuant Pro RNA/DNA
calculator fra Amersham Biosciences samkvamt leidbeiningum fra framleidanda.
Yfirleitt voru synin pynnt 1:10 til 1:50 i 10 pl ddH,O, sett i Smm ultramicro quartz
kavettu og ljosgleypnin maeld vid 260 nm og 280 nm.

3.24 PCR

Kedjuverkandi fjollidun (polymerase chain reachion, PCR) var notud vid hina ymsu
peatti rannsoknarinnar. PCR adferdin byggist 4 pvi ad nota mismunandi hitastig vid
skrefin prju { hvarfinu, p.e. edlissvipting erfdaefnis (denaturation), tenging visa
(annealing) og lenging (extension). Pessi prju skref eru endurtekin 25-40 sinnum til ad
fa ndgu mikla mognun af erfdablitnum sem er & milli visanna.

Visarnir sem voru notadir i PCR hvorfin voru ymist hannadir eftir pekktum
r6dum erfdaefnisins sem atti ad magna upp eda notadir pekktir visar sem basaparast
vid radir 4 ferjunni sem voru i notkun hverju sinni (sja toflu 2). Visarnir voru pantadir
fra TAG Copenhagen.

PCR var framkvamt 4 ferjum med mismunandi erfdaefnisbitum (t.d. bodefni
ur hestum, HSA gen eda CpG radir) eda erfdaefni einangrad ur frumuraektum. begar
athuga purfti hvort ad ®tlad erfdaefni veeri i bakteriupyrpingum var pikkad i paer og
per leystar upp 1 ddH,O dropa og sidan voru notadir 3 pl Gr dropanum i PCR hvarfid.

PCR hvarfid var annad hvort gert med Dynazyme polymerasa (Finnzymes)
e0a Taq polymerasa (Amersham) samkveaemt stadladri adferd. PCR grunnblandan gat
verid fra 10-50 pl en yfirleitt var blandan 20 pl.

Einnig var framkvamt magnbundid rauntima-PCR (quantitative real time RT-

PCR) en pad verdur utskyrt i kafla 3.4.10.
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Tafla 2 PCR og radgreininga visar.

Nafn visis

Basarod

Eq TNFa_HindIll_F
Eq TNFa_Xbal_R
Eq TNFa_IF
Eq_TNFa_705R

Eq TNFa_I12F
Eq_TNFa_700R
EqTNFa_HindIII_12F
EqTNFa_Xbal_700R
T7

NEB1233

M13 forward

M13 reverse
semiBGH_rev
VRI1012 1

VR1012 2
VR1012_3
VR1012_4
VR1012Mfel F
VR1012Nhel R
VR1012Mfel 2F
CMV/txt-fp
CMV/txt-2rp
CMV/txt-rp
HSA-rp2

Eq-beta F140
Eq-beta F1.b
Eq-beta F612
VR1012_HindIII F
VR1012_BamHI_R
VR1012_IA_F
VR1012_IA R
WIZHSA-Kasl_For
WIZHSA-BamHI_Rev
WIZHSA-Notl_For
WIZ-HSA-NotI2_ For
WIZHSA 1_FOR
WIZHSA 1 Rev
WIZHSA_5 FOR
WIZHSA 5 REV
WIZHSA_ 6 FOR
WIZHSA_6 REV
HSA-fpl

HSA-rpl

GTATCGATAAGCTTGCATGAGCACTGAAAGCATG
GTATCGATTCTAGAGCTCACAGGGCAATGATCC
ATGAGCACTGAAAGCATGATCC
TCACAGGGCAATGATCCCAA
AAGCATGATCCGAGATGTGG
GGGCAATGATCCCAAAGTAG
GTATCGATAAGCTTGCAAGCATGATCCGAGATGTGG
GTATCGATTCTAGAGCGGGCAATGATCCCAAAGTAG
TAATACGACTCACTATAGGG
AGCGGATAACAATTTCACACAGGA
GTTTTCCCAGTCACGAC

CAGGAAACAGCTATGAC
GCAACTAGAAGGCACAGTCGA
GCTCGGATGTGGAAGCTC
GGCGGTACTTACGTCACTCTTG
GCCAAGTAGGAAAGTCCCATAAG
TTGGACATGAGCCAATATAAATG
GGTGTCAATTGCTGCGGCATCAGAGCAGATT
GGTGCGCTAGCGGTAACAGATGGCTGGCAACTAG
GGTGTCAATTGCTGCGGCATCAGAGCAGATT
GGTGTCAATTGTTCGCGATGTACGGGCCAGATATA
GGTGCAAGCTTGGGTAACAGATGGCTGGCAACTAG
GGTGCAAGCTTGGGTAACAGATGGCTGGCAACTAG
GGTGTCTCGAGGTAAGCCTAAGGCAGCTTGA
GTCGACGGTATCGATAAGCTTTGGGCCAGAAGGACTCATAC
GTCGACGGTATCGATAAGCTTATGGATGATGATATCGCC
GTCGACGGTATCGATAAGCTTGAGAGGGAAATCGTGCGTG
CAGTTAAGCTTCGCAGAGCTCGTTTAGTGA
CAGTTGGATCCAGTGTCGACGACGGTGAC
GCTCGTTTAGTGAACCGTCAG
GACGACGGTGACTGCAGAA
GGTGTGGCGCCTTATGAAGTGGGTAACCTTTAT
CGCTAGGATCCAATCAATGGTGATGGTGATGATG
GGTATGCGGCCGCTTATGAAGTGGGTAACCTTTAT
GTATGCGGCCGCCACCATGAAGTGGGTAACCTTTAT
GCGCCACCAGACATAATAGC
AAAGGCAATCAACACCAAGG
CCCAAGTGTCAACTCCAACTC
CTCCTTATCGTCAGCCTTGC
GTGAAACACAAGCCCAAGG
GATGGCTGGCAACTAGAAGG
GGTGTGAATTCCATGAAGTGGGTAACCTTTAT
GGTGTCTCGAGCGTAAGCCTAAGGCAGCTTGA

PCR grunnblanda

Dynazyme Taq

DNA mét breytilegt breytilegt
dNTP blanda (2 mM) 2 ul 2 ul

10x PCR buffer 2 ul 2 ul
Visir fyrir plaspatt (20uM) 1 ul 1 ul
Visir fyrir minuspatt (20 uM) 1l 1l
Dynazyme polymerase 0,25 pl

Taq polymerase 0,1 pl

ddH,O fyllt upp ad 20 pl
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PCR hvarf

1. Edlissvipting erfdaefnis  95°C 2-5 min.
2. Eolissvipting erfdaefnis ~ 94°C 30 sek.

3. Tenging visa 48-60°C 30 sek.

4. Lenging 72 °C 30-90 sek.
Skref 2-4 voru endurtekin 25-40 sinnum

5. Lenging 72 °C 7-10 min.

Hitastigid 1 skrefi 3 for eftir breedslumarki visanna.
Timinn i skrefi 4 for eftir steerd butsins sem ad atti ad magna upp, gert rad fyrir 30
sek. fyrir hverja 500 basa sem ad voru eftirmyndadir.

PCR teekin sem notud voru: DNA Engine® Peltier Thermal Cycler (PTC-200) fra MJ
Research; GeneAmp® PCR System 9700 fra Applied Biosystems; Mastercycler
gradient fra eppendorf.

3.2.5 Rafdrattur

Notadur var rafdrattur i agarosahlaupi til ad skoda erfoaefni t.d. eftir einangrun
erfdaetnis, PCR, klippingu og limingu. SeaKem®LE Agaro6si fra Cambrex, ethidium
bromiodi og 0,5x TBE dii (0,045 M Tris bérat og 0,00 IM EDTA, pH 8) voru notud til
ad bua til hlaupid og rafdratturinn for fram 1 0,5x TBE dfia vio 75-85 V. Buin voru til
0,8-1% hlaup fyrir steerri buta og 1,5-2% hlaup fyrir minni buta. Agardsinn var
braddur i dianum og sidan ethidium bromid baett Ut i til ad gera erfdaefnid synilegt.
Til ad pyngja og lita syni fyrir hledslu 4 hlaupid var 10x restriction stop buffer (10x
RSB, 50% glyser6l, 15 mM EDTA og 0,25% bromophendl blar) notadur. BRL DNA
stigi var notadur sem steerdarvidmid. Rafdregiod erfoaefni var skodad undir utfjolublau
1josi 1 White/UV Transilluminator (UVP), mynd tekin og unnid med i Grab-IT forriti
og prentad Ut 1 Digital Graphic Printer (UP-D860E) fra Sony.

3.2.6 DNA einangrun ur hlaupi

Til ad einangra erfdaefni ur agar6sa hlaupi var pad skorid it undir utfjolublau 1jési og
var einangrad med QIAEX® setti fra QTAGEN samkvaemt leidbeiningum. I stuttu
mali var hlaupid braett vio 50°C 1 10 min. og DNA leyft ad bindast vid kisilhlaupagnir
i hdum saltstyrk. Lausnin spuninn nidur, flotid tekid af og agnirnar pvegnar i hdum
etanol styrk til ad losna vid saltid. Sidan var DNA losad af 6gnunum med EB
(QIAGEN).

Einu sinni var notad Montage PCR Purification sett fra Millipore til ad hreinsa

PCR afurd og var farid eftir leidbeiningum fra peim.
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3.2.7 Radgreining

Radgreining var notud til stadfestingar 4 ad um rétt erfoaefni veeri ad reda, sja
breytingar 4 erfoaefni og til ad greina hver basardd erfdaefnis vaeri. Notad var
BigDye®Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit i radgreiningarhvarfid og sett i ABI
310 radgreininn til greiningar samkveaemt leidbeiningum fra framleidanda (baedi fra
Applied Biosystems). ABI PRISM® 310 Genetic Analyzer radgreinirinn er sjalfvirkur

med eina harpipu sem greinir badi radgreiningu og erfdamark.

Radgreiningarhvarfblanda PCR hvarf i MJR tekinu

1 ul  BigDye (v3.1) 1. Edlissvipting erfdaefnis  96°C 1 min.
1,5 Wl Buffer (5x) tr settinu 2. Edlissvipting erfoaefnis  96°C 10 sek.
1.6 ul 1-2 pM visir 3. Tenging visa ~55°C 5 sek.
xul  DNA mot (200 — 400 pg) 4. Lenging 60°C 2 min.
xul  ddHyO upp i 10 pl Skref 2-4 eru endurtekin 29 sinnum (hringir).

Eftir radgreiningarhvarfid var afurdin annars vegar hreinsud med isopropanol
fellingu (a) eda med natrium acetate (b).
a) Ut i hvarfblénduna var baett 80 pl af 75% isopropandli og blandad. Latid standa i
15 min. vid herbergishita til ad fella at DNA. Spunnid i 20-30 min. 4 14.000 rpm i
Eppendorf skilvindu. Flot tekid af og botnfall pvegid med 100-200 pl 70-75%
isopropandli og blandad. Spunnid i 5-10 min. &4 14.000 rpm. Flot tekid af og botnfall
purrkad og leyst upp med 15 pl TSR (Template Supression Reagent, Applied
Biosystems). Stundum var blandad, spunnid stutt nidur og synid hitad i 95°C i 2 min.
Videigandi gumitappi settur 4 tilraunaglasio 40ur en pad var sett i ABI 310
radgreiningartaekid.
b) Ut i hvarfblonduna var bett 2 ul 3M NaOAc (natrium acetate, CH;COONA, pH
4,8) og 50 ul 95% etandl, blandad og haft i 20 min. vio herbergishita. Spunnid i 20
min. &4 14.000 rpm. Flot tekid af og botnfall pvegid med 250 ul 70% etandli. Spunnid 1
5-10 min. og flot pipeterad af og botnfall purrkad i 1 min. vid 90°C. Botnfall leyst upp
120 pl TSR, blandad og spunnid stutt nidur og synid hitad i 95°C i 2 min. 4dur en pad
var sett i ABI 310 radgreiningartaekid.

Radgreiningar skodadar i Sequencer™ forriti frd Gene Codes Corporation.
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3.2.8 Innskot og plasmid
Tjaningarferjur med HSA geni
Uppruna ferja og atbrigdi peirra ma sja i toflu nr 3 og 4 og myndir af peim 1 vidauka
B.
Tafla 3. Tjaningaferjur.
Uppruni Sterd  Fukalyf' Intron A Kozak®

pcDNA3.1/GS pcDNA3.1 40 zeo

pcDNA3.1/GS+HSA G 5,8 zeo partur
pcDNA3.1/V5-His pcDNA3.1 5,5 amp/zeo
pcDNA3.1/V5-His+HSA HI 7,3 amp/zeo partur
pcDNA3.1/V5-His/IA+HSA H2 8,3 amp/zeo  Intron A partur
gWIZ pUC18 5,1 kan Intron A
gWIZ+HSA/V5-His Wi 7,0 kan Intron A
gWIZ+HSA/V5-His+K w2 7,0 kan Intron A Kozak
VR1012 pUC18 4,9 kan Intron A
VR1012+HSA/VS5-His \4! 6,9 kan Intron A
VR1012+HSA/V5-His+K V2 6,9 kan Intron A Kozak

1) Zeo: zeocin, amp: ampicillin, neo:neomycin, kan: kanamycin.
2) Kozak radir: pcDNA3.1/GS+HSA hefur CACCATG; pcDNA3.1/V5-His+HSA hefur CCATG og
gWIZ og VR1012 med Kozak r6d hafa GCCACCATG rodina.

Tafla 4. Innskot i tjaningarferjur.

Innskot Einangrun
pcDNA3.1/V5-His+HSA H1  HSA fra pcDNA3.1/GS EcoRI, Xhol
pcDNA3.1/V5-His/IA+HSA H2  CMV Intron A fra VR1012 BamHI, HindIII
gWIZ+HSA/V5-His W1 HSA gen og V5-His6 tag fra pcDNA3.1/V5-His BamH]I, Notl
gWIZ+HSA/V5-His+K W2 Kozak og HSA gen og V5-His6 tag fra pcDNA3.1/V5-His  BamHI, Notl
VR1012+HSA/V5-His V1 HSA gen og V5-His6 tag fr4 pcDNA3.1/V5-His BamH]I, Notl

VR1012+HSA/V5-HistK V2 Kozak og HSA gen og V5-His6 tag fra pcDNA3.1/V5-His BamHI, Notl

G og H1

Buid var a0 gera pcDNA3.1/GS+HSA (G) og pcDNA3.1/V5-His+HSA (H1) ferjurnar
og nota i DNA bolusetningu 1 hestum. HSA genid var magnad upp med PCR af
ferjunni pcDNA3.1/GS+HSA (Invitrogen), hreinsad & agardsa hlaupi, klippt med
EcoRI og Xhol, hreinsad og limt med T4 DNA ligasa inn i pcDNA3.1/V5-His sem
einnig hafdi verid klippt med soému ensimum og hreinsad. HSA genid var magnad upp
med visunum HSA-fpl og HSA-rpl og kldnad inn i fasa vid V5 vakaeiningu
(epitope) og polyhistidine tag. Badar tjaningaferjurnar radgreindar 4 5° og 3’ svadi
HSA gens inn a ferju med T7, semiBGH-rev, WIZHSA-1-Rev og WIZHSA-6-For.
H2

CMV styrillinn og intron A 4 VR1012 ferjunni var radgreint med CMV/txt-rp,
VR1012-1, VR1012-2, VR1012-3 og VR1012-4. CMV intron A var magnad upp med
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PCR af VR1012, hreinsad, klippt med BamHI og HindIIl, hreinsad og limt inn i H1
ferjuna milli styrilsins og HSA gensins til ad bua til ferjuna pcDNA3.1/V5-
His/TA+HSA (H2). H1 ferjan var klippt med BamHI og HindIII og hreinsud 4 agar6sa
hlaupi. Intron A r6din var mégnud upp med visunum VR1012-HindIII-F og VR1012-
BamHI-R. Rétt staerd & innskoti var stadfest med PCR med visunum VR1012-IA-F og
R, VR1012 haft sem vidmid og med HindIII og Xhol skerdiensimunum, H1 ferjan
hofd sem vidmid. Einnig var innskotid radgreint yfir samskeyti ferju og innskots med
VR1012-1, VR1012-2 og WIZHSA-1-Rev og radgreint 4 5’ og 3’ svaedi HSA gens
inn & ferju med semiBGH-rev, WIZHSA-1-Rev og WIZHSA-6-For til frekari
stadfestingar.

W1, W2, V1 og V2

HSA genid, V5 vakaeiningin og 6XHis tag voru mégnud upp med PCR fra H1
ferjunni, hreinsad, klippt med BamHI og Notl, hreinsad og limt inn { VR1012 og
gWIZ (Gene Therapy Systems, Inc.) plasmid med eda an Kozak radar. Kozak r6din
GCCACCATG var innlimud inn i visinum pegar HSA genid var magnad upp af H1
ferjunni. HSA genid, V5 og His6 merkirdd voru mégnud upp med visunum
WIZHSA-Notl-For 4n Kozak eda WIZ-HSA-NotI2-For med Kozak r6dinni og
WIZHSA-BamHI-Rev. Innskot voru stadfest med PCR med WIZHSA-Notl-For eda
WIZ-HSA-Notl2-For og WIZHSA-BamHI-Rev og med visunum WIZHSA-5-For og
WIZHSA-5-Rev. Med bvi ad klippa med Notl og BamHI og med Xhol
skerdiensimunum og bera saman vid klipptar tomar ferjur voru innskotin stadfest.
Einnig voru innskotin stadfest med radgreiningu yfir samskeyti ferju og innskots med
WIZHSA-1-For, WIZHSA-1-Rev, WIZHSA-6-For og WIZHSA-6-Rev.
pBudCE4.1/1acZ/CAT

Viomidunarferjan pBudCE4.1/lacZ/CAT var fra Invitrogen.

Ferjurnar sem notadar voru sem vidmio i rauntima PCR

Ferjurnar sem voru notadar sem stadlar i rauntima PCR voru allar btnar til 4 Keldum
nema IL-5/pcDNA3.1/Zeo ferjan sem var fengin fra David Horohov (Louisiana State
University, USA) (sja toflu 5). Markgenin voru mognud upp tir cDNA safni Ur hesti
fra Keldum (Tvistur) og voru innskotin stadfest med radgreiningu med sértekum

visum og pekktum visum sem bindast 4 ferjurnar.
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Tafla 5. Ferjurnar fyrir rauntima PCR.

Markgen  Steerd gens  Steerd innskots  Plasmio Plasmid + innskot MW’

1L-4 412 346 pUC18 3032 2 x10° g/mol
IFN-y 571 429 pUC18 3115 2 x10° g/mol
B-actin 1128 450 pUC18 3136 2 x10° g/mol
B-actin 1128 985 pBluescript 3985 2,6 x10° g/mol
IL-5 405 216 pcDNA3.1/Zeo 5216 3,4 x10° g/mol
IL-10 739 510 pBluescript 3429 2,2 x10° g/mol
TNF-a 705 694 pBluescript 3724 2,4 x10° g/mél

1) MW: moélmassi ferju fenginn med pvi ad margfalda basafjolda ferju (plasmid + innskot) med
medalmodlmassa basapars, sem er 649 g/mol.

Magna og klona purfti TNF-a inn 1 plasmid til ad geta unnid med pad sem
stadal 1 rauntima PCR. Fyrst voru hannadir visarnir Eq-TNFa-HindIII-F og Eq-TNFa-
Xbal-R med skerdiensimahala og peir notadir til a0 magna upp TNF-a upp ur cDNA
safni ar nokkrum hestum en peir virkudu ekki. b4 voru hannadir nyjir primerar an
hala Eq-TNFa-1F, Eq-TNFa-12F, Eq-TNFa-700R og Eq-TNFa-705R. Eq-TNFa-12F
virkadi baedi 4 moti Eq-TNFa-700R og Eq-TNFa-705R. Gert afanga PCR; PCR hvarf
med Eq-TNFa-12F annars vegar 4 moéti Eq-TNFa-700R og hins vegar Eq-TNFa-
705R, PCR afurdin hreinsud 4 sulu med Millipore setti, PCR gert 4 hreinsadri afurd
med visunum EqTNFa-HindIII-12F, EQTNFa-Xbal-700R og EqTNFa-Xbal-R, st
PCR afurd hreinsud ar agardsa hlaupi med QIAEXII settinu (QIAGEN), klippt med
HindIII og Xbal skerdiensimunum og hreinsud ur agarésa hlaupi med QIAEXII
settinu. Bluescriptferja var klippt med HindIII og Xbal skerdiensimunum og hreinsud
ur agarésa hlaupi med QIAEXII setti. PCR afurdirnar voru limdar inn i bluescriptferju
med T4 ligasa. Limingin var afvirkjud, gerd himnuskiljun og sidan rafgatad inn i
DH5a E. coli frumur. Engar bakterfupyrpingar uxu, p.e. klonunin tokst ekki. Gert
PCR me0d TNFa-12F og Eq-TNFa-705R og pad klénad inn i pCR2.1-TOPO ferju tr
TOPO TA settinu (Invitrogen). Ummyndad inn i DH5a E. coli frumur med hitasjokki.
Hvitar bakteriupyrpingar voru pikkadar og gert PCR 4 bakteriupyrpingunni med M13
forward annars vegar og hins vegar TNFa-12F a4 méti Eq-TNFa-705R visinum.
Jakvadar bakteripyrpingar voru reektadar upp og einangradar med Miniprep
adferdinni. TNF-a var klippt 0t r pCR2.1-TOPO ferjunni med HindIII og Xbal
skerdiensimunum og hreinsad ur agardsa hlaupi med QIAEXII settinu, sidan limt inn 1
bluescriptferju med T4 ligasa og ummyndad inn i DH5a E. coli frumur med
hitasjokki. Gert var PCR & hvitum bakteriupyrpingum og jakvedar pyrpingar
raektadar upp og einangradar med Miniprep adferdinni. Innskotid var stadfest med

adurnefndum visum 1 PCR og sidan rafdregid i agar6sa hlaupi, med radgreiningu og
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med pvi ad klippa med HindIII og Xbal skerdiensimunum einum og sér eda saman.

Neikveett viomid var ddH,O.

Ger0 pBluescript ferju med endurteknum CpG stefjum.

Einpatta radir, 39 basar med fosfor 4 endanum, med tveimur misa- (GACGTT) eda
tveimur hestastefjum (GTCGTT) asamt samfallandi (complement) einpatta rodum
voru nymyndadar hja TAG Copenhagen (Kojima et al., 2002) (Tafla 6).

Tafla 6. CpG radir klonadar inn i pBluescript SK+ tjaningarferju.

BH eru med hestastef, BM eru med musastef, F stendur fyrir forward og er einpatta r60 med CpG stef,
R stendur fyrir reverse og er motleg 160 fyrir CpG rodina. Blair basar tdkna Xhol skerdiset, raudir
basar takna BamHI skerdiset og undirstrikadir basar takna CpG stefin.

Nafn Basaroo

BH_GTCGTT F  5’-phosphate-TCGAGGATCTCGTCGTTCGCCATTCTCCCGTCGTTCGCC-3’

BH_GTCGTT R  5’-phosphate-GATCCTCGAGGCGAACGACGGGAGAATGGCGAACGACGA-3’

BM_GACGTT_F  5’-phosphate-TCGAGGATCTCGACGTTCGCCATTCTCCCGACGTTCGCC-3’

BM_GACGTT_R  5’-phosphate-GATCCTCGAGGCGAACGTCGGGAGAATGGCGAACGTCGA-3’

Radirnar voru hannadar pannig ad 5’ endi peirra skarar fram Gr samfallandi
r6dinni pegar paer mynda tvipatta r60 pannig ad samlodunarendar myndast og 4 peim
eru skerdiset, Xhol 4 CpG einpatta r6dinni og BamHI & samfallandi einpatta rodinni.
Samlodunarendinn 4 5’ enda passar vid samlodunarendann & 3° enda svo hagt er ad
bua til samhangandi 160 med mismdrgum CpG stefjum pegar paer hafa pattatengst
(Mynd 8).

Notud voru skerdiensimin BamHI og Xhol til ad klippa pBluescript II SK+ og
mynda samlodunarenda (sticky ends), afurdin var hreinsud & hlaupi med QIAEXII.

Blandad var saman 10 pl af 100 uM einpatta CpG 166 (F) og 10 ul af 100 pM
motlegri rod (R) og ut i pad sett 2,2 ul af Annealing Buffer x10 (200 mM Tris*HCI1 pH
7,5, 20 mM MgCl,, 500 mM NaCl). Radirnar voru edlissviptar vid 85°C i 5 min. og
kaeldar nidur rélega ad herbergishita i 30 min., latnar pattatengjast med
samlodunarendum og limdar med T4 DNA ligasa inn i klippta og hreinsada
bluescriptferju yfir nétt vid 14°C (CpG tvipatta lausnin i 10x meiri styrk en
bluescriptferjan). Radirnar h6fou fosfor 4 endanum sem audveldadi tvipatta rédunum

a0 tengjast og ad limast inn i klippta bluescriptferju. Klenow Fragment dsamt Klenow
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A

ZhoI CTCGAG 57 -TOGAGEATC. . . -3 GFFATCC BamHT
GFAGCTC 37— .. JAGCTCCOTAG-57 CCTAGE

B

PF-TCGAGFATCTCGTCGTTCECCATTCTCCCETCETTOECC
AGCAGCAAGCGETAAGAGGFCAGCAAGTGGAGCTCCTAG-F
(_1
TOFAGGAT CTC T CGT T GECAT TCTCCCETCGTT CRC CT CRAGEATC TCGTC GCT TCGCCATTCTCCCGT COTTC GO CTC GRGGAT. .
AGCAGCAAG CCETAMGACE G AGC BACCCRACCT OO TARAGCAGCAAGE GO TALGA CEGCAGC RACCERAGCTCCTA, |

D
ca W DOCOTOEASEATCTCGTCGTTCECCATTCTCCCETCGETTOECC GEATCCACTA, . .
v FEEEAGCTC ASCAGCAAGCGETAAGAGGGCAGCAAGDGEAGCTCCTAGSTGAT . | .

Mynd 8. Samlodunarendar CpG rada.

Blair basar takna Xhol skerdiset, raudir basar tikna BamHI skerdiset, grenir basar takna bluescriptferju
og undirstrikadir basar takna CpG stefin. (A) Skerdisetin Xhol og BamHI og hvernig pau geta
pattatengst. (B) CpG basardd og samfallandi/motlaeg r60 mynda tvipatta r60 med fosfor (P) & endunum.
(C) Samlodunarendinn 4 5’ enda passar vid samlodunarendann 4 3’ enda svo hagt er ad bua til
samhangandi r60 med mismorgum CpG stefjum. (D) Tvipatta CpG rod limist inn i bluescriptferju med
hjalp T4 DNA ligasa og Klenow fyllir upp i bilid.

buffer og ANTP var sett ut i liminguna sidustu 20 minaturnar vid 37°C og sidan 70°C
i 10 min. til ad afvirkja ensimin. Klenow DNA polymerase I fr4 New England
BioLabs hefur 3°til 5° exonucleasa virkni. Saltstyrkur synisins var jafnadur med
himnuskiljun til a0 minnka rafleidni og rafgatad i DHSa. Gerdir voru nokkrir klonar
af bluescriptferjunni med mismoérgum eintékum af stefjum sem var stadfest med
bla/hvitri skimun og koloniu PCR, med visunum T7 og NEB1233. Bluescriptferja er
med prju hestastef og eitt musastef. Vidmidunarferja var tom bluescriptferja par sem
buid var ad klippa burt skerdisvadid milli Xhol og BamHI en pad limdist saman med
hjalp T4 ligasa og Klenow Fragment polymerasa. Toém bluescriptferja og ferjur med
musa- eda hesta CpG rédunum voru einangradar, hreinsadar 4 Quiagen stlum, badi

med MidiPrep adferd og EndoFree adferdinni og magnmeeldar.

3.3 Bakteriuvinna

3.3.1 Bakteriufrumur

Notadur var bakteriufrumustofninn E. coli DH5-a sem hefur arfgerdina supE44
AlacU169 (@80 lacZAM15) hsdR17 recAl endA1 gyrA96 thi-1 relAl.

Bakteriufrumurnar voru gerdar moéttekilegar fyrir DNA med rafgdtun og hitasjokki.
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3.3.2 Bakteriuzti

LB-a&ti (1L) LB-agar (1L) SOB-ati (1L)

10g tryptone 10g tryptone 20 g tryptone

5g  yeastextract 5g  yeastextract 5g  yeastextract

5g NaCl 5g NaCl 0,5¢g NaCl

I ml 1N NaOH I ml 1N NaOH H,O ad 1 litra (pH 7)

H,O ad 1 litra 15g agar Saeft og keelt nidur 1 60°C

Saft H,O ad 1 litra 5 ml af sterilu 2M MgCl,
Seeft

SOC-zti (100 ml

2 ml af sterilu 1 M glukdsa sett ut i 100 ml SOB eti til ad fa SOC ti. Seft.

3.3.3 Ummyndun

Ummyndun méttekilegra DHS0 frumna med plasmidum var annars vegar gerd med
rafgdtun (a) og hins vegar med hitasjokki (b). Allur efnividur sem var notadur i
badum adferdum var keeldur 4dur og unnid 4 is.

a) Ef ummynda atti limingu var saltstyrkur synisins fyrst jafnadur med himnuskiljun
til a0 minnka rafleidni. Millipore himna (0,025 pm) var latin & ddH,O & petriskal og
latin blotna i 1 min. Limingalausnin var latin standa & himnunni 1 30-60 min. Einn til
prir pl af DNA var blandad ut { frumurnar og lausnin flutt yfir 1 0,2 cm kavettu.
Kivetta sett i rafgdtunartacki (GENE PULSER™II fra BIO-RAD) og frumur rafgatadar
vid 1,8 kV og 200 ohm vidonam. Frumurnar voru settar yfir i glas med forkaeldum 900
ul LB 2% glikésa og forraektadar 1 hristikistu 1 60 min. vid 37°C. Sidan var
vokvaatinu dreift 4 setisskalar og reektadar yfir nétt i 37°C hitaskap.

b) Pegar ummynda 4tti med hitasjokks adferdinni var 1-3 pl af DNA sett ut i
frumurnar, blandad og haft 4 is 1 30 min. Syni hitad i hitablokk vido 42°C { 1 min. og
sidan sett 4 is 1 2 min. Frumurnar settar yfir i glas med forkaeldu 400 pl af SOC ati.
Sett 1 37°C hristikistu (215-250 rpm) 1 1 klst. Sidan var vokvaetinu dreift 4 etisskalar

og raektadar yfir nott 1 37°C hitaskap.

3.3.4 Skimun

bremur mismunandi adferdum var beitt til ad skima fyrir bakteriupyrpingu med réttu
erfdaefnis innskoti. Grunnadferdin var ad nota fukalyf en sidan var lika notast vid
PCR og blé/hvita skimun. Plasmidin sem ummyndud voru inn i bakteriufrumurnar
hofou dkvedin valgen sem gerir frumurnar polnar fyrir fukalyfjum. Peer frumur sem
hofdu tekid upp erfdaefni uxu & atisskalum eda i vokvaraekt med fukalyfjum.

Fukalyfin sem notast var vid i jakvaou vali voru ampicillin, zeocin og kanamycin.
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begar athuga purfti hvort ad ®tlad erfdaefni veeri i bakteriupyrpingum var
pikkad i paer og leystar upp i ddH,O dropa og strikad ut 4 nyja agarskal eda sett i
vokvarzkt. I PCR hvarfid voru sidan notadir 3 ul Gr dropanum.

Sum plasmidin hofou gen (lacZ) sem skrair fyrir hluta af B-galactosidasa
ensiminu. B-galactosidasi klyfur X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-
galactopyranoside) galactosaafleidu i tvennt sem verdur vid pad bla. Til pess ad geta
notad pessa adferd var 40 pl X-gal og 10-40 pul IPTG valtad 4 agarskalarnar adur en
bakteriurektinni var valtad a. IPTG (isopropylthio-f-D-galactoside) 6rvar umritun
lacZ. begar DNA klénast inn i plasmio eydurleggur pad p-galactosidasa genid og
bakteriupyrpingin verdur hvit en bla ef tomt plasmid er tekid upp.

3.3.5 Plasmideinangrun og hreinsun

Bakteriupyrpingar sem reyndust jakvedar eftir skimun voru teknar med sterilum
tannstongli eda lykkju og settar i 37°C vokvarakt yfir nott med videigandi fukalyfi.
Bakterfuraektin var spunnin nidur, floti hent en plasmidin einangrud ur bakteriunum
med mismunandi settum fra QTAGEN. QIAprep Spin Miniprep Kit Protocol notad til
a0 einangra r 2-4 ml vokvarakt, QITAGEN Plasmid Midi Kit ur 25-50 ml vokvaraekt
og QIAGEN EndoFree Plasmid Mega Kit var notad til ad einangra plasmio ur 0,5-1
litra reekt pannig ad hreinsad plasmid veeri laust vid eiturafurdir bakterfunnar eins og
lipopolisakkarid (LPS). Farid var eftir leidbeiningum fra framleidanda vid
einangrunina en adferdin byggist 4 basisku frumurofi. Frumuleifar og protein felld ut
og spunnin nidur en flot sett 8 QIAGEN stlu. Plasmidid binst QIAGEN neikvaett
h160num filter i stlunni vid lagan salt- og pH styrk. RNA, prétein og onnur ohreinindi
voru hreinsud 1 burtu med saltlausn. Sidan var plasmidid losad af sulunni med harri
saltlausn og saltid hreinsad fa med isopropanoli og/eda etandli. Plasmidin voru ymist

leyst upp i EB, TE-dua eda ddH,O og geymd i -20°C.

3.4 Frumuvinna

3.4.1 Frumur og frumuraktun
Fyrsta stigs hestafrumur (primer cell lines) voru bunar til 4 Keldum. Lungna- og

nyrnafrumur ur hestafostri og htid- og skeifugarnafrumur ur folaldi. COS-7 (ATCC)
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er nyrnafrumulina ur Afriskum graenapa (African green monkey, Cercopithecus
aethiops).

Lungna-, htd-, nyrna- og COS-7 frumur voru reektadar i Dulbecco's MEM
(DMEM) (Invitrogen, GIBCO) med 2 mM glutamine, 100 [U/ml penicillin, 100
IU/ml streptomycin (rektunaraeti) og 10% fosturkalfasermi (fetal calf serum, FCS)
(Invitrogen, GIBCO). Vidhaldsati var sama ati nema ad styrkur FCS var 1-5%.
Skeifugarnafrumurnar voru raektadar i CS-S ati fyrir innpekjufrumur (Sigma) med
1% af innpekju vaxtarpetti (endothelial growth factor) (Sigma) og 10-20% FCS.
Frumum var vidhaldid i sama ati med 5-10% FCS. Frumurnar voru reektadar i
bokkum (6, 12, 24 eda 96 holu) eda floskum (T25 eda T75) i rakamettudum 37°C
hitaskap med 5% CO; styrk (frumuraektunarskap).

3.4.2 Umrzkt (Passeringar)

Frumurnar voru geymdar i fljotandi kéfnunarefni og pegar paer voru teknar upp pa
voru par sndggpidnar og settar & floskur (T75 eda T25) 1 rektunareti med 10-20%
FCS. COS-7 frumurnar voru notadar i 10. umraktun fra innkaupum fra ATCC.
Hestafrumurnar voru notadar i lagum umraktunum (5.-10.). Vid umrakt, pegar
frumulagid hafdi ndd aetludum péttleika var atid tekid ofan af og pvegiod prisvar med
PBS med 100 IU/ml pencillin og 100 IU/ml streptomycin (PBS-pest). Settur 0,5-1 ml
af trypsin versen vokva (1.000 ml PBS, 0,2 g EDTA, 0,5 g Trypsin) ut 4 frumurnar.
Vokvanum velt vel yfir allar frumurnar og sett inn 1 hitaskép 1 nokkrar minutur til ad
frumur losni af plastinu. Pipetterad nokkrum sinnum upp og nidur til ad losa sundur
frumuklumpa. Settir um 4 ml af eti med fukalyfi ut i og blandad. Lausninni skipt upp
og sett 4 bakka og skilid eftir hafilegt magn a floskunni. brir ml af reektunaraeti med

10% FCS settir 1 holu og 15 ml beaett Ut 1 floskuna til ad vidhalda frumuraktinni.

3.4.3 Genaleiosla (transfection) i frumur

Tveer adferdir voru notadar til ad genaleida erfdaefni inn i frumu, par sem pad er sidan
flutt inn i kjarna og tjad. Annars vegar var notad ExGen 500 (a) fr4 Fermentas sem er
polyethylenimine sem bindur DNA og flytur inn i frumu med innfrumun og hins
vegar Lipofectamine 2000 (b) fra Invitrogen sem er jakvad fitusyra sem binst DNA
og flytur 1 gegnum frumuhimnuna. Fylgt var leidbeiningum fra framleidenda. Passad
var upp 4 ad DNA vaeri mjog hreint til ad genaleidslan myndi heppnast vel,

OD;60/OD3yg¢ hlutfallio purfti ad vera 1,8 eda meira. Frumurnar voru undirbunar a
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svipadan hatt fyrir badar adferdirnar p.e. latnar vaxa i &ti med sermi og fukalyfjum en
pegar frumupekjan hafdi nad réttum péttleika var atid tekio af, frumurnar pvegnar
prisvar sinnum med PBS an fukalyfja og nytt @ti sett 4 med sermi en an fukalyfja,
haft 1 frumuraektunarskap i 24-48 klst. Neikvaett viomiod voru frumur sem fengu somu
medferd med ExGen 500 eda Lipofectamine 2000 en an erfdaetnis. Genaleidslan var
einstaka sinnum framkvaemd i T25 fléskum en yfirleitt i 12 holu békkum (Nunc).

a) ExGen 500: Frumupekjan var 1atin na 50-70% péttni. DNA pynnt i 150 mM NaCl
og rammal u.p.b. 1/10 af heild i holu. ExGen 500 bztt ut i, notad var 3,3 pul ExGen
500 a méti pg af DNA og sidan hrist 4 vortex i 10 sek. og 14tid vera vid stofuhita i 10
min. ExGen/DNA blandan sett & frumurnar. Raektinni var velt varlega til ad blanda og
sett 1 frumureektunarskap.

b) Lipofectamine 2000: Frumupekjan var latin nd 90-95% béttni. Lipofectamine 2000
var pynnt 1: 25 1 Opti-MEM (Invitrogen, GIBCO) (85 pl) og inkuberad 5 min. vid
herbergishita. DNA var pynnt 1.35 ug/ml i Opti-MEM (85 ul) og blandad vid
Lipofectamine 2000/Opti-MEM, 14ti0 standa i 20 min. vid herbergishita og sidan sett
ut & frumurnar. Reektinni velt varlega til ad blanda og sett i frumuraktunarskap.

begar viomidunarferja var genaleidd med HSA ferju var notad 1,35 pg/ml af
HSA ferju og 0,6 pg/ml af pBudCE4.1/lacZ/CAT ferjunni sem voru blandadar i 100ul
Opti-MEM.

begar samanburdur var gerdur & ExGen 500 og Lipofectamine 2000
genaleidslunum var frumupekjan h6fo péttari en meaelt er med hja ExGen 500.

Adur en frumurnar voru hirtar var raektin skodud og skradar nidur
athugasemdir. Frumurnar voru hirtar med pvi ad skafa af botninum og pipeterad yfir i
1,5 ml eppendorf glas. Spunnid nidur, 3.000 rpm i 15 min. vid 4°C. Flotid tekid ofan
af botnfalli og hent. Sett 50 pl af PBS ut i botnfall og 60 ul af 2x Red. diia og geymt i
frysti par til tjaning proteins var skodud 1 onemisprykki.

begar viomidunarferjan pBudCE4.1/lacZ/CAT var genaleidd med eda an HSA
ferju var botnfallid leyst upp eftir fyrsta spunann med 500 pl af PBS, spunnid nidur &
3500 rpm i 15 min. vid 4°C. Floti hent og 50 pl af PBS sett tt i botnfallid, blandad og
pvi skipt i tvennt par sem annars vegar voru 25 ul blandadir vio 25 pl af 2x red. diia
og hins vegar 25 pl spunnir nidur aftur, PBS hirt af og sett 50 pl af lysis buffer ut i
(Luciferase 3x Cell Lysis Buffer ir Enhanced Luciferase Assay Kit, Phar Mingen, A
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Becton Dickinson, pynnt i ddH,O 1:3). Melt strax med CPRG profi eda sett i -80°C
frysti.

3.4.4 ()naemisbrvkk (Western blot)

Tjaning HSA og CAT var skodud i énamisprykki (Western blot, WB) par sem litad
var fyrir V5 vakaeiningunni. SDS-PAGE var gert i Mini-protean II system fra Bio-
Rad samkvemt leidbeiningum framleidanda. Genaleiddar frumur og viomids frumur
voru sodnar i 2x “reducing sample” dia (1:1 rammal) { 5 min. og hladid & 12%
adskilnadar hlaup (denaturing 12% separation gel) og svo rafdregid i 45-60 min. vid
200 Volt og 50-65 amp. Notadur var stiginn Prestained Protein Ladder (10-180 kDa)
fra Fermentas. Sidan voru synin flutt yfir & neelonhimnu, Immobilon-P membrane
(Millipore), med halfpurru (semi-dry) MilliBlot Graphite Electroblotter (Millipore).
Nelonhimnur voru blokkeradar i a.m.k. 1 klst. med TBS-T dia med 2% Tween 20 og
sidan pvegnar 5 sinnum med TBS-T daa (TBS-T: 0,1% Tween-20, 0,8% NaCl i 20
mM Tris-HCl, pH 7,6). Neelonhimnur voru hafdar yfir nétt vid 4°C med 1:5.000 musa
einstofna moétefni gegn V5 (Invitrogen) og svo pvegnar 4 sinnum med TBS-T dua.
Sidan hafoar i 1 klst. vid herbergishita me0 geita anti-musa IgG merktu med alkaline
phosphatase (Dako) 1:1.000 og pvegnar 5 sinnum med TBS-T dua. Ad lokum voru
bundin métefni numin med nitro blue tetrazolium chloride og 5-bromo-4-chloro-3-
indolyl phosphate (NBT/BCIP) (Roche) pynntur i alkaliskum fosfatasa dua (100 mM
NaCl, 10 mM MgCl,, 100 mM Tris, pH 9,5).

3.4.5 Me=ling a B-galactosida virkni ur spendvrafrumum meo CPRG

Virkni -galactosidasa var meld til ad leidrétta fyrir mismunandi magni genaleiddra
ferja og hirtra frumna af bokkunum. Virkni B-galactosida var meld med efninu
chlorophenol red B-galactopyranoside (CPRG). Hagt var ad gera CPRG profid 4 peim
frumum sem voru genaleiddar med lacZ geni en pad tjdir f-galactosidase. bPer frumur
voru sprengdar og hafdar i dia med CPRG efninu i. CPRG er gult og B-Galactosidase
klyfur pad nidur i galactose og i chromophore chlorophenol red, sem gerir lausnina
dokkrauda og gleypir 1jos i kringum 560 nm. Kinetisk maeling var gerd 4 virkni 4 3-
galactosida ensiminu en pad purfti ad meela & minttu fresti i klst. til ad fa
upphafsvirkni ensimsins. Sett var 20 pl af frumuhrati i gleera 96 holu plétu (Nunc,
clear polystyrene microplate) og batt 200 pl af “Assay substrate” ut i. Ljosgleypnin

var meld vid 550 nm vid 37°C 4 minutu fresti i kist. og bakkinn hristur & milli
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malinga. “Assay substrate” var blandadur fyrir hvert hvarf en i einum ml var 200ul
5x Z Buffer (350 mM Na,HPO,, 158 mM NaH,PO4H,0, 50 mM KCIl, 10 mM
MgS0O4+7H,0), 1 pl 0,5 M CPRG, 1,4 pl B-mercaptoethanol (ME, Merck) og 800 pl
dd H,0.

3.4.6 Einangrun og 6rvun hvitfrumna ur hestablodi
Bloofrumur voru adskildar 4 stigli sem var settur upp samkvamt adferdalysingu fra
Amersham (Biosciences, Ficoll-Paque™PLUS). Spuninn var 1.800 rpm i 30 min. vid
herbergishita (GS-6R Centrifuge, Beckman). Hvitfrumuband sem innihélt hnattkjarna
frumur Gr bl6di (peripheral blood mononuclear cells, PBMC) var hirt. Frumur voru
pvegnar i PBS-pest og spunnar nidur milli pvotta, fyrst vio 2.000 rpm i 20 min. og
sidan nokkrum sinnum vid 1.000 rpm i 15 min. (MSE Chilspin 2). Hvitfrumur voru
sidan leystar upp i ati, DMEM med 10% hestasermi (1itbuid 4 Keldum), 5x10° M
ME, 2 mM glutamine, 100 IU/ml pencillin og 100 IU/ml streptomycin. Frumufjoldi
var metinn i smasja (Leitz) 4 talningagleri (Neubauer). I hverja holu 4 24 holu Nunc
bakka voru settar 5x10° frumur 1 1,5 ml af eti. Frumur voru sidan érvadar in vitro
annars vegar med 6sérvirkum frumuérva, p.e. mitdgeni, phytohemagglutinin (PHA,
Sigma), 1 pg/ml eda LPS (Sigma), 10 — 50 pg/ml og hins vegar med sérvirkum orva,
HSA préteini, 100 pg/ml, Polyarginine (PA, Sigma), 5 pg/ml, Muramyl dipeptid
(MDP, Sigma), 5 pg/ml eda med bluescriptferjum med eda 4n auka CpG stefjum, 2
pg/ml. Obrvadar hvitfrumur voru hafdar med til samanburdar. Frumurzakt var hofd i
frumureektunarskéap 1 4, 8, 18 eda 24 klst. Vakar voru leystir upp i DMEM ti (dn
pen/strep og sermi) og daudhreinsadir med pvi ad sia i gegnum 0,22 pm siu fra
Millepore.

begar 6rvad var med y-herpesveiru var notast vid syni par sem nyrnafrumuraekt
ur hesti hafoi verid sykt med hreinsadri hestaherpesveiru (Equine herpes virus-2,
EHV-2) i reektunaraeti og haft i frumuraektunarskap i 7 daga eda par til 90-100%
frumudrepandi &hrif voru komin fram. Vidmidurnarsyni voru medhondlud eins, en an
veiru. Eftir 7 daga voru frumurnar skrapadar af, spunnar nidur, pvegnar med PBS,
spunnar nidur aftur og sprengjudui settur ut & botnfallid. Synin sidan fryst vid -80°C,
latin pidna vid 50°C og hljodbylgjurofin (sonicated) tvisvar i 15 sek. & is. Frumuhratid
var sidan spunnid nidur og flotid hirt af og geymt vid -80°C. Veiran sem notud var til

a0 sykja med var einangrud EHV-2 en pad er ekki hagt ad sja hvort ad hestur sé
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syktur af EHV-2 eda EHV-5 pvi breidvirk motefnaprof greina ekki & milli peirra. bvi
verdur hér eftir notad y-herpes.

begar hvitfrumur hesta voru drvadar in vitro med y-herpes eda vidomidunarfloti
voru 5x10° frumur dr hesti i 1,5 ml af ti sett { tilraunaglas, spunnid nidur vid 1.200
rpm i 15 min. Flot hirt ofan af og settir 750 ul af y-herpes eda viomidunarfloti ut i og
haft 4 voggu i rima 2 klst. vid 37°C. Sidan 750 pl af raektunaraeti med 10%

hestasermi baett Gt i og sett & plotu inn i frumursektunarskap.

3.4.7 Hiroing a frumum

Frumurakt var skodud i smasja og athugad hvort munur veeri 4 holum m.t.t. pess hvort
frumur hefdu 6rvast (klumpast saman) eda ekki. Frumur voru losadar af botni
frumuraektunarbakkans med pvi ad pumpa med Pasteur pipettu og feerdar yfir i 2 ml
skilvinduglas (eppendorfglas). Skiljun vid 3.000 rpm i 5 min. Flotid tekid af botnfallinu
og botnfall leyst upp 1 sprengidiia, 350 pl af sprengidua og 2,5 pl af ME sem voru tr
Absolutely RNA™RT-PCR Miniprep (Stratagen) setti. Lausnin var gerd einsleit med pvi
a0 hrista hana. Frumulausn { sprengidiia var geymd i fljotandi kdfnunarefni { Nunc

frystiglosum til pess ad koma i veg fyrir nidurbrot 4 RNA.

3.4.8 Einangrun a mRNA

Til ad einangra mRNA ur frumunum var notad Absolutely RNA™RT-PCR Miniprep
Kit og fylgt adferdalysingu ur baklingi fra framleidanda. ”Absolutely RNA” adferdin
byggist 4 notkun spunabolla (spin cup) med kisilsiu (silica-based fiber matrix) sem
bindur RNA pegar “’chaotropic” salt er til stadar medan r6d pvotta pver burt
a0skotasefni. Sprengiduinn inniheldur ’guanidine thiocyanate” sem sprengir frumur
og kemur i veg fyrir ad RNA sé brotid nidur af ribontkleasa (RNase). Eftir
frumurofid voru synin forsiud i spunabolla sem fjarlegir frumuleifar og minnkar
magn DNA. Siadur vokvinn var fluttur 4 kisilsiu spunabollann par sem RNA binst
sfunni. Medhdndlun med lagsalta pvottadiia og meltingu med DNase fjarleegdi pad
sem eftir var af DNA. R60 pvotta fjarlegdi DNA og dnnur protein. RNA var losad ur
sfunni med lagjona-sterkum diua. RNA synid var sett i frystiglas (Nunc, 1,0 ml) og
fryst i fljotandi kdfnunarefni.
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3.4.9 Myndun a cDNA

Til ad buia til cDNA var notad StrataScript™ First-Strand Synthesis System sett (RT-
PCR Kit) fra Stratagene. Blandad var saman 14 pl af RNA og 24 pul DEPC-vatni
asamt 3 pl oligo(dT)visi (100 ng/ul ). Hitad & hitapldtu vid 65°C i 5 min. Hvarflausn
keeld hagt nidur vid herbergishita i u.p.b. 10 min., til pess ad leyfa visinum ad tengjast
(anneal) vid RNA afurd. Til pess ad mynda fyrsta patt cDNA var blandad saman vid
hvarfblonduna 5 pl af 10x first strand buffer, 1 pl af Rnasa Block Ribonucleasa
Inhibitor, 2 pl af 100 mM dNTPs og 1 pl StrataScript™reverse transcriptasa. Lausnin
var hof0 4 hitaplotu vid 42°C 1 1 klst. og vid 90°C i 5 min. Sett beint & is eftir pad og
c¢DNA sidan geymt i frysti vid —80°C.

3.4.10 Rauntima PCR

TagMan adferdin sameinar hitahvarf og meelingu 4 flurljomun. Eftir hvert hitahvarf
sést aukning 4 PCR afurdum sem gefur magnbundnar nidurstddur. Preifarinn er r
fakirnum (oligonucleotide) med afostum litavisi (reporter dye, FAM) og ljomdeyfi
(quencher dye). Litvisirinn gefur fra sér stuttar bylgjulengdir en ljdémdeyfirinn langar
bylgjulengdir og tekur vid orku fra litavisinum og kemur pannig i veg fyrir ad hann
flarljémi. Preifarinn binst sérhaft milli forward og reverse visanna. Vegna
kirnissundrunar (nucleolytic) virkni polymerasans “brotnar” preifarinn af, sem leidir
til pess ad flarljémun litavisis eykst. Med pvi ad nema fluorljémun vid hvern hring er
hagt ad mala magn af DNA sem upphaflega var til stadar i syninu. Teekid nemur
flarljdmunina og ber hana saman vid stadalkurfu og reiknar Gr magn DNA sem er
melt.

Til ad geta melt hvort onemissvar hestanna veri 4 Th1 eda Th2 braut voru
settar upp stadladar bodefnamalingar. Hannadir voru visar og flarmerktir preifarar
samkvamt akvednum skilgreiningum TagMan adferdarinnar (PE_Biosystems) fyrir
hvert bodefni; IL-4 og IL-5 fyrir Th2 braut og IFN-y fyrir Thl braut. Einnig voru
hannadir visar og preifari fyrir TNF-a til a0 mala medfedda 6naemissvarid og IL-10
sem er stjornbodefni. Sem vidmid var B-actin notad pvi pad er stodugt og framleitt i

6llum frumum i miklu meli (housekeeping gene) (sja toflu 7).
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Tafla 7 Visar og preifarar fyrir rauntima PCR.

Nafn visis Basaroo visis Butur
IL-4_TaqFor 5'-CTGCAAAGGTGCTTCAACAG-'3 110
IL-4_TaqRev 5'- AGTACAGCAGGTCCCGTTTG-'3

IL-4_TaqProbe 5'-FAM-CCAGTCCGCTCAGGCATTCTTTG-BHQ-'3

IFN-g_TaqFor 5'-TGGACACCATCAAGGAGGAC-'3 108
IFN-g_TaqRev 5'-GGACCTTCAGATCATTTACCG-'3

IFN-g_TaqProbe 5-FAM-AGTTCTTTAACAGCAGCACCAGCAAGC-BHQ-"3
B-actin_TaqFor 5'-GGCATCCTGACCCTCAAGTA-'3 66
B-actin_TaqRev 5'-CTTCTCCATGTCGTCCCAGT-'3

B-actin_TaqProbe 5'-FAM-CATCGAGCACGGCATCGTCA-BHQ-'3

B-actin2_TaqFor 5'- TCCCTGGAGAAGAGCTACGA -3 97
B-actin2_TaqRev 5'- GGAAGGAGGGCTGGAAGAG -3

B-actin2_TaqProbe  5'-FAM- ATCACCATCGGCAACGAGCG -BHQ-'3

B-actin3_TaqProbe  5-FAM- ACCATCGGCAACGAGCGGTT -BHQ-"3

IL-5_Taq_For 5-GTCTGTGCCCTTGCTGTAGA-3' 74
IL-5_Taq Rev 5-CGATGAGTGGAGAGCAGTGT-3'

IL-5_Taq Probe 5'-FAM-CCCATGAACAGACTAGTGGCAGAGACC-BHQ-3’

IL10_Taq For 5“TTAAGGGTTACCTGGGTTGC-'3 108
IL10_Taq Rev 5-TTCACGTGCTCCTTGATGTC-'3

IL10_Taq Probe 5'-FAM-CAGGCTGAGAACCACGGCCC-BHQ-"3

IL10_Taq 2For 5'-GACATCAAGGAGCACGTGAA-"3 91
IL10_Taq 2Rev 5-TTTCACAGGGCAGAAATCG-'3

IL10_Taq 2Probe 5'-FAM-ACCCTCCGAGTGAGGCTGCG-BHQ-'3

TNFa_Taq For 5'-GAATGCCTTCCAGTCAATCA-"3 79

TNFa Taq Rev
TNFa_Taq probe

5'-GGCTACAGGCTTGTCACTTG-'3
5'-FAM-CCCTCTGGCCCAGACACTCAGA-BHQ-'3

Markgenin voru radgreind og klonud inn i ferjur (sja i kafla 3.2.8). Gerd var

stadalkirfa fyrir hvert markgen med tifaldri pynningu af ferju (6x107 eintok/ul —

6x10" eintok/ul) en til pess purfti ad mala styrk hverrar ferju og vita mélmassa

hennar (sja toflu 5 1 kafla 3.2.8). Ferjurnar voru pynntar i TLE dtia (Tris low buffer:
10 mM EDTA, 1 mM Tris). Proskuldslinan var stillt pannig ad hun skaradist vid par

sem magnbundnar kurfur radpynninganna koma upp og mynda bestu beinu linu.

Magn markgena i synum var reiknad ut fra skurdpunkti flarljémunar vid

proskuldslinuna. Grunnlinan var stillt & milli hrings 3 og 10 og flurljéomunin 4 pvi bili

var skilgreind sem bakgrunnur og var dregin fra flarljomuninni sem fékkst i hverjum

brunni (sja mynd 9).
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Mynd 9. Utreikningar bodefnastadalkiirfa.

TagMan adferdin byggist 4 PCR taekni og flurljomunar-greiningu a rauntima. Haegt er ad greina PCR
mognun med flurljomandi preifurum par sem dkvednar radir eru magnadar upp med videigandi visum.
Med pvi ad nema flurljdomun vid hvern hring og bera hana saman vid stadalkdrfu er haegt ad reikna ut
magn af DNA sem upphaflega var til stadar i syninu.

Utreikningar 4 bodefnamagni i synum: B-actin framleidslu var deilt upp i
boodefna framleidslu og sidan deilt upp 1 pa télu med etisstudlinum (bodefnazeti deilt
med B-actin @ti) og pad margfaldad med 100.000.

Bodefnaframleidsla synis med vaka / B-actin framleidsla synis med vaka *100.000
Bodefnaframleidsla i aeti / B-actin framleidsla i aeti

PCR grunnblanda Dynazyme  Taq
DNA mot 2 uL 2 uL
dNTP blanda (2 mM) 2 ul 2 ul
10x PCR buffer 2 ul 2 ul
Visir fyrir plaspatt (20uM) 1l 1l
Visir fyrir minuspatt (20 uM) 1 ul 1 ul
breifari (10 uM) 0,5 ul 0,5 ul
Dynazyme polymerase 0,2 ul

Taq polymerase 0,1 nl

ddH,0 fyllt upp ad 20 ul
Oll hvarfefni hofd 4 is.

PCR hvarf: 2 min. vid 95°C og sidan 40 hringir af 15 sek. vid 95°C og 1 min. vid
60°C. Notad var “pseudo-hotstart”, p.e. synin hofo 4 is og ekki sett 1 blokkina fyrr en
hun var ordin 90°C.

PCR teki: DNA Engine OPTICON™ Continuous Fluorescence Detector fra MJ

Research.

3.4.11 Frumufjolgunarprof

Blodfrumur voru adskildar 4 stigli, hvitfrumuband hirt, frumurnar pvegnar og taldar

(eins og lyst var i kafla 3.4.6). Frumurnar voru sidan 6rvadar in vitro i 96 holu bakka
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med kaptum botni. Yfirleitt voru hafdar 5x10* frumur i holu. Jakveett Srvunarvidmid
var mitoégenid PHA, 1 pg/ml (6 holur) en einnig var LPS préfad i mismunandi
pynningum (3 holur) og neikvzett vidmid var zti eitt og sér (6 holur).  sértzekri 6rvum
t.d. med HSA proéteini, peptidum eda CpG réddum voru gerdar videigandi pynningar i
prem holum (tripliktum). Frumuraektin var h6fo i frumuraektunarskap i 5 naetur (c.a.
120 klst.) og sidustu nottina med geislavirku thymidini ([methyl->H] Thymidine,
Amersham Biosciences). Frumurnar voru pvegnar med PBS-pest. Ati var DMEM
raektunareeti med 5x10~° ME og 10% hestasermi. Frumuraektarbakkar og skilvinduglos
voru frd Nunc. Frumurnar voru hirtar 1 frumuhirdi (Titertek® Cell Harvester, Flow
Laboratories, SkatronAS) & glerpradapappir (Filter Mat, Skatron Instruments) sem
settur var 1 plastglos med sindurvékva (Ultima Gold™ fra Packard) og sidan talid 1 B-
sindurteljara (Liquid Scintillation Analyzer 1600CA TRI-CARB® fr4 Packard).
Nidurstddur ur sindurteljara voru “counts per minute (cpm)”. Orvunarstudull
(stimulation index, SI) = 6rvun (cpm) i vaka/6rvun (cpm) i aeti. Midad var vid ad
orvun hefdi att sér stad ef drvunarstudullinn var heerri en prir og dregin lina til
vidmidunar.

begar 6rvad var med y-herpesveiru var y-herpes eda vidomidunarflot pynnt um
Y eda Y4 med rektunareti med 10% hestasermi og sett ut 4 frumurnar i 3 holur og

gerd radpynning.

3.4.12 Elisuprof fyrir HSA sérvirk métefni hja hestum

HSA (2 mg/ml) vaki var pynntur 1/500, p.e 20 ul HSA 1 10 ml af pekjudaa (4 pg/ml).
Hutdadar 96 holu plotur (Nunc MaxiSorp) med 100 pl af HSA-pynningunni i hvern
brunn og plétur geymdar yfir nott vid 4°C, svo frystar i -20°C par til notadar. Plata
pidd og pvegin prisvar med u.p.b. 3 min. millibili (PBS + 1% Tween) og pad ferli var
endurtekid prisvar sinnum til ad losna vid 6bundin vaka tr holunum. I hverja holu
voru settir 200 pl af blokklausn (2% porcine skin gelatin, ICN eda Sigma, blandad i
PBS-T) og platan var geymd vid 37°C i 75 min. Platan pvegin eins og adur. Gerd var
1/100 upphafspynning af serminu (10 pl sermi i 1 ml PBS-T) og svo tvofaldar
pynningar 4 serminu, 1/200 - 1/400 - 1/800 o.s.frv. [ hverja holu i plétunni voru settir
100 pl af pynningum og PBS-T an sermis i 2 holur fyrir blank. Plastbakkinn var svo
hafdur 1 90 min. vid 37°C til ad moétefnin 1 serminu gaetu bundist vakanum i
holubotninum. A9 pessu loknu var sermissynunum skvett af og sidan var pvegid eins

og adur til ad losna vid allt 6bundid moétefni. Konjugat var “rabbit anti horse” tengt



57

ensiminu “horseradish peroxidase” (HRP) fra Sigma var pynnt 1/5.000, p.e. 2 pl af
rabbit-anti-horse var sett i 10 ml PBS-T fyrir hverja plotu. T hverja holu 4 plétunni
voru settir 100 pl og platan svo geymd 1 60 min. vid 37°C. bvegid var eins og adur til
a0 losna vid allt 6bundid konjugat. Fjérar OPD hvarfefnistoflur (1,2 phenylendiamin
dihydrochloride, 2 mg stk, Dakopats) voru leystar upp i 12 ml af eimudu vatni. I
lausnina var svo bztt 5 pl af H,O, rétt adur en ad hvarfefni for a plétuna. I hverja holu
voru settir 100 pl af hvarfefnislausninni og haft i myrkri vid stofuhita { u.p.b. 10 min.
Peroxidasinn HRP oxar OPD med surefni fra peroxidinu og myndar gulbruna afurd.
Hvarf var stoovad med 75 pul 4NH,SO4 stoppsyru (11,2 ml conc. H,SO4 1 88,8 ml
H,0). Gleypni (absorbance) var lesin tr HTS 7000 Plus Bio Assey Reader fra Perkin
Elmer 4 filter 492.

Elisuprdf til ad maela HSA sérvirka IgG undirflokka hja hestum

Til ad mala HSA sérvirka svorun IgGa, IgGb, IgGe og IgG(T) motefnaflokka pa var
batt inn i einu skrefi eftir serumskref. Musamoétefni gegn IgGa, IgGb, IgGe og IgG(T)
fra Serotec voru pynnt 1/1.000 i PBS-T, sett i videigandi brunna og haft i 1 klst. vid
37°C. Sidan pvegiod og sett 4 konjugatid HRP merkt geit-anti-mus i pynningu 1/2.000
og haft i 1 klst. vid 37°C, sidan pvegid og sett & hvarfefni. Blankur var med 6llu nema

sermi p.e. 2 holur fyrir hvern IgG undirflokk.
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NIDURSTODUR

4.1 Uppsetning og st6dlun bodefnameaelinga

p-actin

B-actin genid var klonad tir cDNA safni hests fra Keldum inn 1 bluescriptferju (sja
t6flu 5). Tvo visapor og prir preifarar voru profadir og gaf par nr 1 bestu stadalkarfu
og flurljomun (sja toflu 7 og mynd 10). Fyrir stadalkarfu p-actins var notud tifold
pynning af ferju eins og fyrir bodefnin en vegna pess hvad mikid meldist af f-actini i
synunum purfti ad byrja 4 haerri styrk eda 6x10° eintok/pl og stadalktrfan l4tin na
nidur i 6x10° einték/pl en syni maeldust ekki minna en 6x10* eintok/pl.

IFN-y

Rauntima PCR mognun 4 IFN-y heppnadist vel og gaf gbda flarljémun og stadalkurfu
b6 stundum kaemi fyrir ad nedstu pynningarnar naedust ekki inn (sja mynd 10).

1L-4

Stadalkurfan hja IL-4 var ekki alltaf ndgu g6d, badi var PCR mégnunin stundum ekki
nogu god og par med litil flarljomun en { peim tilvikum sast primer dimer i agardsa
rafdrettinum (sja mynd 10). Par sem IL-4 mRNA er tjad i litlu magni i mjog
takmarkadan tima og brotnar fljétt nidur (Rook et al., 2004) var reynd hirding &
frumum eftir 4, 18 og 24 tima. Ekki fengust betri nidurstddur 4 pessum timapunktum
svo 24 tima hirding var notud afram.

IL-S

IL-5 var profad til ad koma i stadinn fyrir IL-4 og var stadalktrfa og flirljomun IL-5
2060 en nidurstddur maelinga & synum gafu ekki skyran mun milli timapunkta (sja
mynd 10).

1L-10

Unnid var ad pvi ad bua til stadalkurfu fyrir IL-10 og honnud 2 por af visum dsamt
preifurum en stadalkirfan vard aldrei ndgu go6d, badi nddust ekki inn nedstu

pynningarnar og flirljémunin var ekki nagilega mikil (sja mynd 10).
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TNF-a

Hluti TNF-a gensins var klonad i bluescriptferju sem vidomid i rauntima PCR (sja
kafla 3.2.8). Hannad var eitt par af visum og preifari samkvaemt TagMan
skilgreiningunni (sja toflu 7). Fékkst god stadalkirfa (sja mynd 10). Mognun TNF-a
vidmidunareeti var frekar hatt sem bendir til ad eitthvad i atinu sem ylli 6sértakri
orvun. Meling & TNF-a i synum hirtum eftir 4, 8 og 24 tima syndi ad best er ad mala

TNF-a framleidslu eftir 4 tima (sja mynd 26 i nidurstodukafla 4.3.3).

4.2 Préun og profun a tjaningarferjum fyrir hesta DNA bdluefni

Ferjurnar sem notadar voru til DNA boélusetningar i hestum voru badar af pcDNA3.1
uppruna (pcDNA3.1/GS+HSA og pcDNA3.1/V5-His+HSA) en helsti munurinn &
peim var fukalyfjapolgenid. Tjaning ferja, pcDNA3.1 og VR1012 med CAT
merkigeni var athugud { mismunandi hestafrumuraktum (WB). Lélegri tjaning var 4
CAT i pcDNA3.1 ferju in vitro midad vid VR1012. bvi var reynt ad bata tjaningu

ferja i hestafrumum.

4.2.1 Hoénnun og gero tjaningaferja

Tafla 8. Tjaningarferjur

Innskot Kozak' Intron A
pcDNA3.1/GS+HSA G HSA Partur
pcDNA3.1/V5-His+tHSA H1  HSA fra pcDNA3.1/GS Partur
pcDNA3.1/V5-His/IA+HSA H2 CMV Intron A fra VR1012 Partur Intron A
gWIZ+HSA/VS5-His W1 HSA gen og V5-His6 tag fra pcDNA3.1/V5-His Intron A
gWIZ+HSA/VS5-His+K W2  Kozak og HSA gen og V5-His6 tag fra pcDNA3.1/V5-His  Kozak  Intron A
VR1012+HSA/V5-His V1  HSA gen og V5-His6 tag fra pcDNA3.1/V5-His Intron A

VR1012+HSA/V5-His+K V2  Kozak og HSA gen og V5-His6 tag fra pcDNA3.1/V5-His  Kozak  Intron A

1) Kozak radir: pcDNA3.1/GS+HSA hefur CACCATG; pcDNA3.1/V5-His+tHSA hefur CCATG og
gWIZ og VR1012 med Kozak r60 hafa GCCACCATG rodina.

Radgreining 4 VR1012
Upplysingar um basaradir tjaningarferjunnar VR1012, sem gaf betri tjaningu & CAT

merkigeninu en pcDNA3.1 { WB i nokkrum hestafrumuraktum, voru af skornum
skammti og var einungis gefin upp basardo skerdisveedisins (MCS). Til ad vera viss
um hvada r60 veri a0 raeda var radgreint fra skerdisvaedinu fram yfir styrilinn.
Radgreindu basaradirnar voru bornar saman vid pekktar radir 4 netinu og med pvi var

haegt ad sja um hvada rod veeri ad reda p.e. CMV-IE styrill med introni A.
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Innsetning intron A

Reynt var ad setja inn intron A rddina frda VR1012 fyrir aftan styrilinn 4 H1 ferjunni
og fyrir framan HSA genid. Hannadir voru visar med skerdiseti 4 hala til ad magna
upp intron A 4 VR1012 ferjunni. PCR afurd klippt, hreinsud og limd inn i klippta H1
ferju og med pvi buin til pcDNA3.1/V5-His/IA+HSA tjaningarferja (H2).

gWIZ og VR1012

Keypt var gWIZ tjaningarferja sem er med CMV-IE styrilinn og intron A. HSA genid
asamt V5 vakaeiningunni og 6XHis tag var klonad inn i gWIZ og VR1012 ferjurnar

med og an Kozak radar (sja myndir 11 og 12).

1) og 10) BRL DNA stigi

2) O" buffer: Notl og BamHI, HSA klippt at
3) O" buffer: 4n skerdiensima

4) NEB2 buffer/BSA: Xhol klippir ferju 1x
og HSA 1x

5) NEB2 buffer/BSA: an skerdiensims

6) O buffer: Notl og BamHI, ferja klippt

7) O" buffer: 4n skerdiensima

8) NEB2 buffer/BSA: Xhol klippir ferju 1x
9) NEB2 buffer/BSA: an skerdiensims

Mynd 11. Stadfesting 4 HSA innskoti i W1 ferju.

Tom gWIZ ferja klippt med somu skerdiensimum og notud sem vidmid. Allar tjaningarferjurnar voru
stadfestar med somu adferd. PCR bond rafdregin 4 0,8% agarésageli.

1) VR1012 ferja an HSA, ekkert PCR band
S04 2) gWIZ ferja én HSA, ekkert PCR band
1636 3) V1, HSA innskot stadfest med PCR

4) V2, HSA innskot stadfest med PCR
1018 5) W2, HSA innskot stadfest med PCR

6) DNA stigi

Mynd 12. HSA genid i W2, V1 og V2 ferjunum stadfest med PCR.

PCR gert med WIZHSA 5 visunum (449 bp). Foreldraferjurnar VR1012 og gWIZ an HSA notadar
sem vidmid. W1 var einnig stadfest med PCR. PCR bond rafdregin 4 0,8% agardsageli.

4.2.2 Tjaning ferja athugud i 6neemispryvkki (WB)

Tjaning 4 HSA geninu hja 6llum ferjunum var pr6fud i COS-7 og ef vel tokst til var
tjaningin athugud i hestafrumum. Samanburdur & genaleidslu med ExGen 500 og
Lipofectamine 2000 syndi ad audveldara vaeri ad sja mun 4 milli tjdningu ferja med

Lipofectamine 2000. Samanburdur & hirdingatima frumna, 24 og 48 tima syndi ad
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yfirleitt voru G og H1 ferjurnar betur tjadar eftir 48 tima en gWIZ og VR1012 HSA
ferjurnar med og an Kozak rada voru jaftnmikid tjadar eftir 24 og 48 tima.
Vidmidunarferjan pBudCE4.1/lacZ/CAT var notud til ad sja hvort ad svipad
magn af DNA veri innlimad i frumurnar og ad svipad magn af frumum veeri hirt fra
hverri holu af bakkanum. Vidmidunarferjan var genaleidd inni COS-7 frumur med
Lipofectamine 2000 og profud ein og sér i mismunandi styrk 0,08, 0,17, 0,34, 0,68,
1,35 pg til ad meta hvada styrk best vaeri ad nota. B-galactosidasa virkni var maeld i
CPRG profi og tjaningin skodud i WB (anti-V5). B-galactosidasa virknin meeldist
nidur i 0,17 pg en ekki eins vel 1 0,08 pg en tjdningin sast vel i WB i 6llum
pynningunum. Vidmidunarferjan var einnig genaleidd inn i COS-7 frumur dsamt
hinum ferjunum, hverri fyrir sig. Magn vidmidunarferju var 0,34 pg en hinna 1,01 pg.
G060 B-galactosidasa virkni fékkst par sem viomidunarferjan var genaleidd med hinum
ferjunum og var mjog go0 tjaning & CAT geninu i WB. Ekki var sjdanlegur munur a
tjaningu HSA gensins par sem genaleitt var med vidmidunarferjunni midad vid
tjaningu ferjanna i sama styrk an vidmidunarferju. Pegar vidmidunarferjan (0,27 pg)
var genaleidd med hinum ferjunum (1,08 pg) i hestafrumuraektirnar fjorar, pa var
nanast engin B-galactosidasa virkni malanleg og frekar 1¢leg tjaning i WB. Ef
vidmidunarferjan var genaleidd ein og sér inn 1 hestafrumurnar { mismunandi styrk
(fra 0,3 — 1,2 pg) meeldist litil sem engin B-galactosidasa virkni en tjaning a CAT
geningu sast i WB hja lungna- og htdfrumum i 6llum pynningum en bara i mesta
styrk hja parmafrumum en engin tjaning i nyrnafrumum. bvi var hett ad nota -
galactosidasa virkni og einungis notast vid tjaningu CAT gensins sem vidmid i WB.
Tjaning vidmidunarferjunar, pBudCE4.1/lacZ/CAT, syndi ad svipad magn af
DNA var genaleitt inn 1 frumurnar og ad svipad magn af frumum voru hirtar tr hverri

holu af bakkanum.

A B
kD A& G H1 H2 W1 W2 Vi V2
100 —
75— p gp— e T
— — ——
55 — g i ——

Mynd 13. Tjaning HSA gens i COS-7 frumum.

Frumurnar voru genaleiddar med HSA tjaningarferjunum med Lipofectamine 2000, raktadar i 48 tima,
hirtar og tjaning skodud i 6nemisprykki. Vidomidurnarfrumur (Z£) voru medhéndladar eins an DNA.
(A) HSA tjaningarferjur: pcDNA3.1/GS (G), pcDNA3.1/V5-His (H1), pcDNA3.1/V5-His med intron
A (H2), gWIZ (W1) og gWIZ med Kozak (W2). (B) HSA tjaningarferjur:VR1012 (V1) og VR1012
med Kozak (V2). HSA proteinid er um 75 kDa.
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Mynd 14. Tjaning 4 HSA geni i hestafrumum af mismunandi uppruna.

Frumurnar voru genaleiddar med HSA ferjum med Lipofectamine 2000, hafdar i frumuracktunarskap i
24 (A) og 48 (B) tima, hirtar og tjaning skodud i énemisprykki. Vidmidunarfrumur (£) voru
medhondladar & sama hatt en an DNA. HSA tjaningarferjurnar eru: pcDNA3.1/GS (G), pcDNA3.1/V5-
His (H1), gWIZ (W1), gWIZ med Kozak (W2), VR1012 (V1) og VR1012 med Kozak (V2). HSA
proteinid er um 75 kDa. VR1012 med Kozak (V2) tjadi ekki HSA genid i pessari tilraun.
pcDNA3.1/GS (G) var ekki genaleitt i 48 tima hja skeifugarnarfrumunum og kemur par af leidandi
ekki fram i WB.

Ahrif Kozak radar

Tjaningarferjurnar sem hofou verid profadar in vivo hafa hluta af demigerdri Kozak
160, pcDNA3.1/GS+HSA (G) hefur CACCATG og pcDNA3.1/V5-His+tHSA (H1)
hefur CCATG. bar voru vel tjadar i COS-7 frumum (sja mynd 13) og
hestalungnafrumum en minna tjadar i hadfrumum og litid tjadar i nyrna- og
skeifugarnafrumum (sja myndir 14 og 15). Heil Kozak r68, GCCACCATG, var
innlimud inn i tveer tjaningarferjur sem innihéldu intron A rédina, gWIZ og VR1012.

Kozak r60in hafoi ekki mikil ahrif i COS-7 frumunum midad vid ferjurnar sem voru
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eins nema an Kozak radar. VR1012+HSA/V5-His+K (V2) syndi adeins meiri tjaningu
en gWIZ+HSA/V5-His+K (W2) syndi adeins minni tjaningu en ferjurnar 4&n Kozak
(sja mynd 13). gWIZ+HSA/V5-His (W1) og VR1012+HSA/V5-His (V1) (4n Kozak)
voru tjadar i litlu meli 1 frumum ur lungum og 1 mjog litlu meli 1 had-, nyrna- og
skeifugarnafrumum (sja myndir 14 og 15). Mun matti sja hja W2 og V2 par sem
Kozak r6din jok tjaningu i 61lum fjérum hestafrumuraektunum. { hesta-, lungna- og
nyrnafrumum var tjaningin svipud og hja G og H1 ferjunum en i

skeifugarnafrumunum var tjaning 4 HSA meiri (sja myndir 14 og 15).

A Hudfrumur B Lungnafrumur

kD £ pB G H1 H2WIW2 V1 V2 kD £ pB G HI H2 W1 W2 VI V2

100—
75— —_—— o — vy o «— HSA
55—
40—
33—
— — CAT
24—
C Nymafrumur D Skeifugarmafrumur
kD £ pB G HI1 H2 WIW2 V1 V2 kD £ pB G HI H2 WIW2 V1 V2
100— ]- ;
75— | —_ === «— HSA
|
55— W -
40— & - -
33— -
7 — CAT
24— -

Mynd 1S5. Tjaning 4 HSA geni i hestafrumum af mismunandi uppruna.

Frumurnar voru genaleiddar med HSA ferjum og pBudCE4.1/lacZ/CAT vidmidunarferju med
Lipofectamine 2000, hafdar i frumuraektunarskap i 48 tima, hirtar og tjaning skodud i WB.
Vidmidunarfrumur (£) voru medhondladar 4 sama hatt en an DNA. HSA tjaningarferjurnar eru:
pcDNA3.1/GS (G), pcDNA3.1/V5-His (H1), pcDNA3.1/V5-His med intron A (H2), gWIZ (W1),
gWIZ med Kozak (W2), VR1012 (V1) og VR1012 med Kozak (V2). HSA proteinid er um 75 kDa og
CAT proéteinid um 30 kD. Tjaning vidmidunarferjunar, pBudCE4.1/lacZ/CAT, syndi ad svipad magn af
DNA var genaleitt inn i frumurnar og ad svipad magn af frumum voru hirtar Gr hverri holu af
bakkanum. Vidmidunarferjan var einnig genaleidd ein og sér i 0,27 pg (pB).
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Abhrif intron A radar

G og H1 tjaningarferjurnar innihalda ekki intron A rddina og voru tjadar i svipudu
meli 1 6llum frumurektunum. Med pvi ad klona intron A rédina inn 1 H1 ferjuna til
a0 bua til H2 fékkst minni tjaning i COS-7 frumunum (mynd 13) og i llum fjéorum
hestafrumuraktunum midad vid foreldraferjuna (mynd 15). W1 og V1 (an Kozak)
syndu minni tjaningu en G og H1 i 6llum frumuraktunum pratt fyrir intron A. W2 og
V2 (med Kozak) sem hafa intron A syndu svipada tjaningu eda meiri tjaningu og G
og H1 1 hestafrumuraktunum (mynd 14 og 15) en svipada eda minni tjaningu i COS-7

frumum (mynd 13).

4.3 Préfun 4 CpG rodum og peptidum sem érva 6nzemissvéorun
hesta

Synt hefur verid fram a ad viss peptid og akvednar 6metyleradar kirnaradir r

bakterium (CpG stef) geta virkad sem Thl dnemisgladar. Pad CpG stef sem hefur

virkad best { hestum, GTCGTT (Krieg, 2002) verdur hér eftir kallad hestastef og pad

sem hefur virkad best i masum, GACGTT (Krieg, 2002) verdur hér eftir kallad

musastef.

4.3.1 Leit 20 CpG rooum sem 6rva 6nzemissvorun hesta

Gerdir voru nokkrir klonar af bluescriptferjunni med mismérgum eintékum af CpG

stefjunum (2-16 auka CpQG) sem var stadfest med bla/hvitri skimun og PCR 4

bakteriupyrpingum.

1) BRL DNA stigi
2) Bluescriptferja med 1 innskoti, 2 CpG stef
3) Bluescriptferja med 3 innskotum, 6 CpG stef
1018 4) Bluescriptferja med 4 innskotum, 8 CpG stef
5) Bluescriptferja med engu innskoti, BT
506 6) Bluescriptferja med 2 innskoti, 4 CpG stef, BH4
396 7) Bluescriptferja med 2 innskoti, 4 CpG stef, BM4
8) Bluescriptferja med 4 innskoti, 8 CpG stef, BH8
9) Bluescriptferja med 4 innskoti, 8 CpG stef, BM8
10) BRL DNA stigi

Mynd 16. PCR 4 bluescriptferjum med mismérg innskot af CpG rodum.
PCR bond rafdregin 4 1,5% agardsageli.
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brjar bluescriptferjur voru rektadar og einangradar med “midiprep” setti
(QIAGEN) og profadar i eitilfrumufjélgunarprofi. Einangradar voru tvaer ferjur med
CpG stefjum, annars vegar med atta hesta CpG stefjum (BHS) og hins vegar med atta
musa CpG stefjum (BMS) og einnig tém bluescriptferja (BT). Fjolgunarprof a
eitilfrumum fra fjorum hestum var gert par sem 6rvad var med ferjunum i
mismunandi styrk (sja mynd 17). Bluescriptferja med auka hestastef 6rvadi tvo af
fjorum hestum. Bluescriptferja med auka musastefjum orvadi litid sem ekkert. Tém

bluescriptferja an auka CpG stefja 6rvadi i einum af fjorum hestum.
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O 2 O 2 {\)/\
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10 5 25 125 06 03 015 0,08 0,04 10 5 25 125 06 03 015 0,08 0,04
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Mynd 17. Eitilfrumufjélgunarprof, 6rvun med radpynntum bluescriptferjum.

Eitilfrumufjolgunarprof var gert 4 HSA sprautudum hesti par sem 6rvad var
med ferjunum med og an HSA vaka. Toém bluescriptferja og ferja med hestastefjunum
orvadi smavegis umfram HSA en ekki ferja med musastefjunum. Ferjan med
musastefjunum 6rvadi ein og sér vid 5 pg/ml. Téma bluescriptferjan og ferjan med

hestastefjunum 6rvudu litilshattar einar og sér (sja mynd 18).
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Mynd 18. Eitilfrumufjélgunarprof, 6rvun meo bluescriptferjum meo og 4n vaka.

Eitilfrumur einangradar ur Kalla 16 vikum eftir hudprof (v. 27). Af teeknilegum astaedum nadust ekki
allar meelingar i plotunni an HSA med ferjunni med hestastefjunum (BHS8) og er peim punktum sleppt.

BH&: Bluescriptferja med 8 hestastefjum, BM8: Bluescriptferja med 8 musastefjum og BT:

Bluescriptferja an auka CpG stefja.

4.3.2 Profad a0 6rva onzmissvorun hesta meo peptiounum, pR og MDP

Synt hefur verid fram 4 ad viss peptid geta virkad sem Th1 dnemisgladar. Profad var

hvort Polyarginine (PA) og Muramyl dipeptid (MDP) 6rvi negilega kroftugt Thl svar

1 hestahvitfrumum in vitro til ad grundvollur sé fyrir pvi ad préfa pau in vivo.
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Mynd 19. Eitilfrumufjélgun, med radpynningum af peptidunum med og an HSA.

Eitilfrumur einangradar ur Kalla 8 vikum eftir hudprof (v. 19).

Gerd var radpynning med peptidunum (100 — 0,1 pg/ml) og préfad a

eitilfrumum HSA sprautads hests 4samt radpynntum vaka (HSA 50 — 6 pg/ml) og var

orvun meld 1 eitilfrumufjolgunarprofi. MDP 6rvadi ekki frumufjolgun eitt og sér

nema i miklum styrk (100 pg/ml) og med HSA vaka matti sja 6rvun i tveim efstu

HSA pynningunum (med 10 — 100 pg/ml af MDP) en 6rvunin var yfirleitt ekki miklu

meiri en HSA vakinn gaf einn og sér. PR i 100 pg/ml styrk hafoi eiturahrif og drap
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frumurnar, 10 pg/ml af pR 6rvadi eitt og sér og i 1 — 10 pg/ml styrk med HSA vaka

fékkst meiri 6rvun en med HSA vakanum einum og sér (sja mynd 19).

Eitilfrumufjolgunarpréf var gert 4 sex hestum med pR og MDP peptidunum

einum og sér. Orvun meeldist hja fjérum hestum med pR (0,6 — 10 pg/ml). Engin

orvun var melanleg med MDP nema litilshattar 6rvun hja einum hesti (mynd 20).
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Mynd 20. Eitilfrumufjélgun, 6rvun med peptidoum.

Eitilfrumufjolgunarproéf var gert 4 HSA/Alum sprautudum hestum. Litil sem

engin o6rvun meldist hja Bjossa en viomidid var 6venju hatt (um 1.000 cpm) 1 tveimur

profum (v. 21 og v. 23). Mikil 6rvun mealdist hja Kalla en badi pR og MDP med

HSA 6rvudu umfram pad sem HSA 6rvadi eitt og sér og komu badi peptidin best 1t i

10 pg/ml styrkinum. 20 pg/ml af pR styrk hafdi eiturahrif & frumurnar (sja mynd 21).
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Mynd 21. Eitilfrumufjélgun, 6rvun med peptioum og HSA.

Eitilfrumur tr Bjossa og Kalla 10 vikum eftir hudprof (v. 21).
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Mynd 22. Eitilfrumufjélgun, 6rvun med peptioum og HSA.
Eitilfrumur Gr Bjdssa og Kalla 14 vikum eftir hudprof (v. 25).

Eitilfrumufjolgunarpréf var endurtekid 4 somu hestum méanudi seinna. PR
orvadi eitilfrumur Gr bAdum hestunum med HSA vakanum en ekki MDP (mynd 22).

Eitilfrumufjélgunarprof var gert 4 HSA/MPL sprautudum hestum. Orvad med
HSA einu og sér i og med peptidunum i radpynningu med 25 pg/ml af HSA. PR med
vaka 6rvadi eitilfrumur Gr Svarth6fda en ekki Dverg. MDP 6rvadi ekki frumurnar Gr

hestunum. HSA vakinn 6rvadi ekki frumurnar ur hestunum (sja mynd 23).
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Mynd 23. Eitilfrumufjélgun, 6rvun med peptioum og HSA.
Eitilfrumur ar Dverg og Svarth6foa 5 vikum eftir fyrstu bolusetningu.
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Eitilfrumufjélgunarpréf var endurtekid 4 somu hestum manudi seinna. Orvad
med HSA i radpynningu, med peptidunum i radpynningu og med peptidunum i
radpynningu med 25 pg/ml af HSA. begar 6rvad var med HSA einu og sér var
orvunarstudullinn hjé badum hestunum um 11-13 vid 25 pg/ml pynninguna. PR eitt
og sér orvadi eitilfrumurnar hja bAdum hestunum en 10 pg/ml hafoi eiturdhrif. PR
med vaka orvadi frumurnar umfram pad sem vakinn 6rvadii 5 — 2,5 pg/ml styrk.

MDP 6rvadi ekki frumurnar eitt og sér (adeins i 20 pg/ml) né med vaka (mynd 24).
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Mynd 24. Eitilfrumufjélgun, 6rvun med peptidum med og 4n HSA.

Eitilfrumur ur Dverg og Svarth6fda 4 vikum eftir seinni bolusetninguna (v. 10).

Tafla 9. Samantekt 4 frumufjélgunarnidourstéoum.

+ merkir 6rvun, (+) léleg drvun, - engin 6rvun. Hestar 1-4 eru hestar 4 Keldum sem ekki hafa verid
bolusettir med HSA. Prof voru endurtekin misoft og ekki 611 synd i nidurstédukaflanum (eitt takn fyrir
hvert prof). Eitilfrumufjolgunarprof ur Dverg og Svarthofoa 5. viku eftir 1. bolusetningu ekki tekid
me0 i toflu vegna lélegra HSA 6rvunar.

Peptio eitt og sér Peptido med HSA
Hestar | Kalli Dvergur Svarthofoi 1 2 4 Bjossi Kalli Dvergur  Svarth6foi
pR + -+ +++ + - BB+ +++ + +
MDP ) --- +-- - - - - () - ++- - -
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PR virkadi best 2-5 ng/ml en hafoi eiturdhrif 20-100 pg/ml. PR &rvadi
eitilfrumur ur 5 af 7 hestum eitt og sér og jok vakadrvun. MDP 6rvadi ekki eitt og sér

og jok ekki vakadrvun sem var endurtakanleg (sja samantekt i toflu 9).

4.3.3 TNF-0 og IFN-y framleidsla vio 6rvun CpG rada og peptioa

TNF-a og IFN-y framleidsla hvitfrumna Gr hestum sem 6rvadar voru med CpG rédum
og peptioum var athugud med aherslu & TNF-a framleidslu.

Reaktun 4 bakterium ummyndudum med ferjum med 8-10 CpG stefjum gekk
mjog illa og virtust pessi sterri innskot vera eitrud. Mun minna ferju DNA fékkst til

profunar ur pessum raktum (sja toflu 10).

Tafla 10. Ferjur.
Einangrad med EndoFree Plasmid Mega setti fra QIAGEN.

Nafn  Viobatt CpG stef  Heildarfjoldi CpG stefja Hreinsud ferja, ng/pl

BT 1 musa og 3 hesta 4.000
BH4 4 hesta 1 musa og 7 hesta 2.250
BHS 8 hesta 1 musa og 11 hesta 100
BH10 10 hesta 1 musa og 13 hesta -
BM4 4 muisa 5 musa og 3 hesta 2.200
BM8 8 musa 9 musa og 3 hesta 170
BM10 10 musa 11 musa og 3 hesta -
gWIZ 1 muisa og 2 hesta 1.850

Frumudrvun var sett upp par sem fylgst var med 6rvun eitilfrumna med LPS {
smasja. Orvun var sjaanleg eftir 2 daga i fyrstu prem pynningunum af LPS (100, 50,
25 pg/ml) og par matti sja storar frumu (liklega atfrumur) med margar minni frumur i
kringum sig (klumpun). Fjérum dégum seinna sast 6rvun i 61lum pynningum (100 —
0,08 pg/pl) og storu frumurnar ekki eins aberandi. A fimmta degi foru frumur ad
drepast.

Hvitfrumur voru einangradar ur hesti (Jakob) og 6rvadar med PHA, LPS, pR,
MDP og BT. Frumur voru hirtar eftir sélahrings 6rvun og meld tjaning f—actins, IFN-
v og TNF-a. BT ferja 6rvadi TNF-a framleidslu i meira magni en jadkvada viomidio,
LPS. Einnig 6rvadi BT ferjan meiri IFN-y tjaningu heldur en LPS. Litil sem engin

Orvun 4 bodefnaframleidslu vegna peptida var melanleg (sja mynd 25).
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Mynd 25. Bodefnaframleidsla, 6rvun med peptioum og ferju.

B160 tekid ur hesti (Jakob) og hvitfrumur einangradar og 6rvadar med PHA 1 pg/ml, LPS 25 og 10
pg/ml, pR og MDP 5 pg/ml og témri Bluescriptferju 2 pg/ml. 5x10° fr i 1,5 ml ti i 24 holu bakka.
Frumur hirtar eftir 24 tima. IFN-y framleidsla PHA i raun miklu meiri (920 eintdk framleiddar) en pad
var klippt ofan af grafinu.

Orvun hvitfrumna var endurtekin med sama efnivid nema notadur heerri
styrkur af LPS og frumur hirtar eftir 4, 8 og 24 tima. Samkvemt PHA 6rvun og 6rvun
med témri bluescriptferju var meiri TNF-o framleidsla eftir 4 tima, heldur en eftir 8
tima eda 24 tima. Ekki fékkst meiri TNF-a framleidsla med heerri LPS styrk (sja
mynd 26).

IFN-g TNF-a

14 4 10 4

12 4 i

8

ﬁ 10 § 71
3 g4 @4 Timar T 64 @4 timar
E m 8 timar E 54 m 8 timar
® 61 024 timar T 44 024 timar

u

£ 4 2 34

2

2 |:| 1]

0+ T T T = 1 0+

PHA LPS50 LPS10 MDP pR BT PHA LPS50 LPS10 MDP pR BT

Mynd 26. Bodefnaframleidsla, 6rvun med peptioum og ferju.

B163 tekid ur hesti (Jakob) og hvitfrumur einangradar og 6rvadar med PHA 1 pg/ml, LPS 50 og 10
pg/ml, pR og MDP 5 pg/ml og tomri bluescriptferju 2 pg/ml. 5x10° fr i 1,5 ml 2ti i 24 holu bakka.
Frumur hirtar eftir 4, 8 og 24 tima. I 8 tima Grvuninni var adeins notad mitégenin PHA og LPS 50
pg/ml. IFN-y framleidsla PHA i raun miklu meiri en pad var klippt ofan af grafinu, 91 eint6k framleidd
eftir 4 tima, 56 eftir 8 tima og 924 eftir 24 tima.
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Hvitfrumur voru einangradar ur hesti (Svala) og 6rvadar med PHA, LPS, pR,
MDP, HSA, BT, BH4, BM4, BH8, BM8 og gWIZ. Frumur voru hirtar eftir 4 og 24
tima 6rvun og meld framleidsla B—actins, IFN-y og TNF-a.

LPS, jakvada vidmiodid, framleiddi minna af TNF-a en PHA. IFN-y
framleidsla vio 6rvun LPS laekkar eftir 24 tima (haekkadi hja Jakobi). PHA 6rvadi
IFN-y framleidslu mjog vel og einnig TNF-a eftir 4 kist. Pegar frumuraktir voru
skodadar i smasja sast greinilega 6rvun i brunnunum, stoérar frumur med minni frumur
i kring (klumpun) strax eftir 4 tima. { frumuraektunarbrunnunum med PHA sést
greinilega 6rvun frumna eda klumpun eftir 4 tima. begar frumuraektunarbakkar voru

skodadir eftir hirdingu frumna sust frumur sem satu eftir fastar vio plastio.
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Mynd 27. Bodefnaframleidsla, 6rvun med peptidum og ferju.

Hvitfrumur einangradar Gr hesti (Svala). Orvad med PHA 1 pg/ml, LPS 50 pg/ml, HSA 100 pg/ml, pR
5 pg/ml, MDP 5 pg/ml og med ferjunum BT, BH4, BM4, BHS, BM8 og gWIZ i 2 pg/ml. Frumur
hirtar eftir 4 og 24 tima. IFN-y framleidsla PHA svo mikil ad pad var skorid ofan af grafinu en fjoldi
IFN-y eftir 4 tima var 148 og 269 eftir 24 tima. Framleidsla TNF-a i 4 tima vidmidinu var mjog hatt,
pad var eitthvad sem 6rvadi i atinu.
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Toéma bluescriptferjan 6rvadi meiri bodefnaframleidslu en ferjur med auka
CpG stefjum. Toma bluescriptferjan 6rvadi IFN-y framleidslu eftir 24 tima og
smavegis TNF-a eftir 4 og 24 tima. Ferjurnar med 4 stefjum 6rvudu ekki mikla
boodefnaframleidslu og enn minna med atta stefjum nema BMS 6rvadi sma IFN-y
framleidslu (mynd 27). gWis ferjan 6rvadi ekki mikla bodefnaframleidslu en
litilshattar TNF-a framleidslu matti sja eftir 24 tima (mynd 27). bPegar fylgst var med
frumuraektunum i smasja sast 6rvun i brunnunum hja éllum ferjunum likt og hja LPS
eftir 4 tima og einnig eftir 24 tima.

PR og MDP &rvudu ekki ein og sér, hvorki myndun IFN-y né TNF-o. begar
frumureaktirnar voru skodadar i smasja sast greinilega 6rvun i pR brunnunum likt og
hja PHA, p.e. 6rvun (klumpun &n stoéru frumnanna) strax eftir 4 tima og eftir 24 tima
var vart vid eiturdhrif. Hja MDP sast engin 6rvun eftir 4 tima en pad séast svipud drvun
og hja LPS eftir 24 tima, p.e. 6rvun med storum frumum.

HSA 6rvadi IFN-y myndun eftir 24 tima en ekki TNF-a (mynd 27). begar
fylgst var med frumuraeektunum i smasja sast sma érvun i brunnunum eftir 24 tima en

ekki eftir 4 tima.

4.4 In vivo tilraun til a0 Th1 styra 6nemissvari hja hestum meo
Monophosphoryl-lipid A (MPL) glaeoi

Sprautadir voru 4 hestar med HSA préteini og MPL Thl styrandi gledi (HSA/MPL

hestar) prisvar sinnum i.m. og s.c. (viku 0, 6 and 52). Til samanburdar voru sprautadir

2 hestar med HSA proteini og alum gleedi (HSA/Alum hestar) tvisvar undir had (v.0

og v. 129) og gert 4 peim hudprof (v. 11). Sja toflu um hestana i kafla 3.1 og adgerdir

i vidauka A.

4.4.1 HSA sértzek eitilfrumufjélgun hja hestum bélusettum med
HSA/Alum og HSA/MPL

Eitilfrumur voru einangradar r hestunum sem h6fou verid bolusettir med HSA
proteini og alum glaedi eda MPL glaedi og gert eitilfrumufjélgunarprof & mismunandi
timapunktum. Gerd var radpynning med HSA vakanum.

Annar af hestunum tveim (Kalli) sem sprautadir voru med HSA proéteini og

alum glaedi svaradi kroftuglega 1 eitilfrumufjolgunarpréfi vio HSA 6rvun. Gerd voru



76

eitilfrumufjdlgunarpréf med HSA vakanum einum og sér i radpynningu 8, 10, 14 og

16 viku eftir hudprof (mynd 28) en 8 og 27 vikum eftir htidprof var adeins gerd 6rvun

4 frumu tr Kalla (nidurstodur ekki syndar). Orvunarstudullinn var lagur hja Bjdssa en

vidmidid var mjog hatt.

Hestarnir sem sprautadir voru med HSA proteini og MPL gledi gafu lagt svar

i eitilfrumufjolgunarprofi med HSA vaka eftir fyrstu bolusetninguna, prof gerd viku 2,

3 (nidurstdodur ekki syndar) og 5 (myndir 29 og 30). Eftir adra bolusetningu kom fram

sma orvun hja Jakobi og Svala i viku 8 (mynd 30) og hja Dvergi og Svarth6fda i viku

10 (mynd 29). Eftir pridju bélusetningu hja Dvergi og Svarthofoa (vika 54 og 57)

syndi eitilfrumufjélgunarpr6f med HSA vaka sma 6rvun (mynd 29).
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Mynd 28. Eitilfrumufjélgun, HSA 6rvun 4 hvitfrumum HSA/Alum hesta.

Athuga mun 4 skala.
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Mynd 29. Eitilfrumufjélgun, HSA 6rvun 4 hvitfrumum HSA/MPL hesta.
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Mynd 30. Eitilfrumufjélgun, HSA 6rvun & hvitfrumum HSA/MPL hesta.

Athuga mun a skala.

4.4.2 Moétefnasvorun hja hestum bolusettum med HSA/Alum og
HSA/MPL

Bjossi (Alum 1) og Kalli (Alum 2) voru notadir sem samanburdarhestar en pad var
framkallad ofnami 1 peim med pvi ad sprauta pa med HSA proteini i alum
onzmisgledi undir hud. Synt var fram ad peir hefou myndad ofnemi med hudprofi
og med pvi ad maela HSA sérvirk IgE moétefni (mynd 33). Hestarnir svorudu
kroftuglega med [gG(T) undirflokka svari en nokkud leegra IgGa og mun legra IgGb
svari (mynd 35).

IgG undirflokkasvor voru skodud hja Alum hestunum 4 mismunandi tima, p.e.
2 og 3 vikum eftir fyrstu bolusetningu, 2 vikur eftir hudprof og 2 vikur eftir seinni
boélusetningu. Svipud svor sdust 1 [gGa og [gGb moétefnamaelingunum 2. og 3. vikuna
eftir fyrstu bolusetninguna en IgG(T) haekkadi toluvert milli vikna (nidurstddur ekki
syndar). IgGa, IgGb og IgG(T) moétefnasvorin haeekkuodu eftir hidproéf og voru svipud
eftir 2. bélusetningu (mynd 35).

Dvergur (MPL 1), Svarth6fdi (MPL 2), Jakob (MPL 3) og Svali (MPL 4) voru
sprautadir med HSA proteini i MPL 6naemisstyrandi glaedi prisvar sinnum. MPL
hestarnir framleiddu einnig IgE en svarid dvinadi fljott (mynd 34). Hestarnir svérudu
kroftulega med IgG(T) svari en minna meldist af IgGa og [gGb (mynd 35).

Gerdar voru IgG undirflokkamelingar 4 mismunandi tima hja MPL hestunum,
b.e. 2 og 3 vikum eftir 2. bolusetningu og 2 og 3 vikum eftir 3. bélusetningu. Bornar
voru saman [gG undirflokkamelingar hja Dverg og Svarth6foa 2 og 3 vikum eftir
adra bolusetningu og kom 1 1j6s ad IgG undirflokka moétefnasvorin minnka adeins eftir
3 vikur en IgGa, IgGb og IgG(T) hlutfollin haldast pau somu. Pad sama var upp a

teningnum pegar bornar voru saman IgG undirflokkamelingar hja Jakobi og Svala 2
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Heildar IgG métefnasvar HSA/Alum hesta
1 Bélusetning
L L
25.000 1 l r 1
l Hudprof
20.000 {
.
]
o
g 15.000
E —&— Alum 1
@ —&— Alum2
g 10.000
7]
5.000
0
0 10
Vikur

Mynd 31. Heildar IgG moétefnasvar hja HSA/Alum hestum.

Alum 1 er Bjossi og Alum 2 er Kalli. Hadprof var gert 4 viku 11 og endurbdlusett viku 129. Skorid
ofan af grafinu en Kalli meeldist 1 viku 14 51.200 (ekki sami skali 4 mynd 31 og 32).

Heildar IgG métefnasvar HSA/MPL hesta
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Mynd 32. Heildar IgG métefnasvar hja HSA/MPL hestum.

MPL 1 er Dvergur, MPL 2 er Svarth6foi, MPL 3 er Jakob og MPL 4 er Svali. Framkvamdar voru 3
bolusetningar, viku 0, 6 og 52 (ekki sami skali 4 mynd 31 og 32).
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IgE métefnasvar HSA/Alum hesta
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Mynd 33. IgE métefnasvar hja HSA/Alum hestum.

Alum 1 er Bjossi og Alum 2 er Kalli. Hadprof var gert a viku 11 og endurbolusett viku 129. IgE
melingar framkvemdar af Eliane Marti (Bern, Sviss).

IgE métefnasvar HSA/MPL hesta

“1 |
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Mynd 34. IgE motefnasvar hja HSA/MPL hestum.

MPL 1 er Dvergur, MPL 2 er Svarth6fdi, MPL 3 er Jakob og MPL 4 er Svali. Prjar bolusetningar, viku
0, 6 og 52. IgE malingar framkvaemdar af Eliane Marti (Bern, Sviss).
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Mynd 35. IgG undirflokkasvérun.

IgG undirflokkasvorun 2 vikum eftir adgerdir. Vika 2 eftir fyrri alum/HSA bdlusetningu, vika 13 er 2
vikum eftir hudprof og vika 131 er 2 vikum eftir endurbdlusetningu hja Alum hestunum. Vika 8 er 2
vikum eftir adra MPL/HSA bélusetningu og vika 54 er 2 vikum eftir pridju MPL/HSA boélusetningu hja
MPL hestunum. A Y-as er Gleypni. Alum 1 er Bjossi, Alum 2 er Kalli, MPL 1 er Dvergur, MPL 2 er
Svarth6fdi, MPL 3 er Jakob og MPL 4 er Svali.
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og 3 vikum eftir pridju bélusetningu (nidurstddur ekki syndar). Pegar borin voru
saman motefnasvor 2 vikum eftir 2. bolusetningu og 2 vikum eftir 3. bolusetningu
kom 1 1j6s a0 IgGa og IgGb motefnasvorin haekkudu adeins (IgGa haekkadi hja MPL 1
og 3) eda voru svipud eftir pridju bolusetningu. IgG(T) moétefnasvorin lekkudu adeins
nema hja einum hesti, Svala haekkadi IgG(T) svario (mynd 35). IgG undirflokkar
MPL hestanna voru meldir eftir fyrstu bolusetningu en svorin voru hverfandi og pvi

ekki synd.

4.4.3 1L-4 og IFN-y framleidsla hja hestum bélusettum med HSA/Alum

og HSA/MPL
Hyvitfrumur voru einangradar og sidan 6rvadar in vitro med HSA 1 24 tima. Malingar
voru gerdar med rauntima PCR 4 IL-4, IFN-y og B-actin framleidslu.
Phytohaemagglutin (PHA) var notad sem jakveett vidmio og ®ti sem neikvatt viomid.
IFN-y/IL-4 hlutfallid var adeins harra hja HSA/MPL hestunum (2 v. e. 2.
boélusetningu) heldur en hja HSA/Alum hestunum (sja nidurstédur i toflu 11). Bodefni
HSA/Alum hesta var einnig melt eftir 4 tima 6rvun en gildin sem fengust voru lag og
syndu engan mun (nidurstodur ekki syndar). Bodefnamalingar HSA/Alum hesta 2
vikum eftir hudprof var gert yfir vetrartimann pegar erfitt var ad hreinsa hvitfrumur ar

bl60di og var vidmidio frekar hatt sokum 6sértaekrar 6rvunar.

Tafla 11. Bodefnaframleidsla, 6rvun med HSA.

Alum 1 er Bjossi, Alum 2 er Kalli, MPL 1 er Dvergur, MPL 2 er Svarth6fdi, MPL 3 er Jakob og MPL
4 er Svali.

2 vikum eftir 1. bélus. 2 vikum eftir hudprof
Alum 1 2 1 2
IFN-y 233 9,0 4,5 7,4
1L-4 12,7 11,6 2,9 7,0

2 vikum eftir 1. bolus. | 2 vikum eftir 2. bolus. | 2 vikum eftir 3. bolus.
MPL 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4

IFN-y 0,0 1,7 4,7 1,2 22 56 10,3 415 1,2 35 98 184,4

IL-4 2,1 1,6 1,7 10| 1,6 2,1 1,5 531 09 3,1 26 50,3
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4.5 Motefna og bodefnasvorun gegn y-herpesveiru hja hestum, Th1

onxmissvar

Athuga atti samsetningu motefna- og bodefnasvars og kanna hvort hagt veri ad nota

orvun med y-herpes til a0 skilgreina Th1 dnamissvar i hestum en flestir fullordnir

hestar eru dulsyktir af y-herpes.

4.5.1 Eitilfrumufjélgun hji hestum bdlusettum med HSA/Alum og

HSA/MPL., 6rvad meo y-herpesveiru

Eitilfrumufjolgunarpréf voru gerd med y-herpesveiru og med vidmidunar frumufloti.
Hestarnir Bjossi, Kalli, Dvergur, Jakob og Svali svérudu i eitilfrumufjélgunarproéfi og
eru greinilega syktir af y-herpes (mynd 36) sem syndi ad hagt veri ad nota y-

herpesveiruna i elisuprof til ad maela métefnasvor og 1 hvitfrumudrvun til ad meela

bodefnasnid.
20 20
18 18
1 16 w4
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Mynd 36. Eitilfrumufjélgun, 6rvad med y-herpes.

4.5.2 vy-Herpes sértek motefnasvorun hja HSA/Alum og HSA/MPL

hestunum

Gerdar voru melingar 4 y-herpes sérvirkum moétefnum, IgG, IgG undirflokkum og
IgE, 1 elisuprofi & hestunum 6 sem bolusettir h6fou verid med HSA proéteini og alum
eda MPL gledum. Sértekt IgG motefnasvar gegn y-herpes meldist hja 6llum
hestunum og peir svorudu adallega med IgGb undirflokki en IgGa og IgG(T) var mun
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leegra (mynd 37). Sértekt IgE motefnasvar gegn y-herpes meeldist hja 6llum hestunum

(mynd 38).
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Mynd 37. Heildar IgG og IgG undirflokka métefnasvar, 6rvun meo y-herpes.
Elisuprofin voru framkveemd af Mieke Roelse (Keldum).
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Mynd 38. Samanburdur 4 IgE métefnasvari gegn y-herpesveiru og HSA.

Framkvaemt af Eliane Marti (Bern, Sviss).
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4.5.3 1L-4 og IFN-y framleidsla eftir y-herpes 6rvun

Melingar voru gerdar 4 bodefnunum med PCR 4 rauntima eftir 24 tima in vitro 6rvun
4 hvitfrumum med y-herpes vaka. Allir hestarnir svérudu med meiri IFN-y framleidslu

heldur en IL-4 (tafla 12).

Tafla 12. Bodefnaframleidsla, 6rvun med y-herpesveiru.

Alum 1 er Bjossi, Alum 2 er Kalli, MPL 1 er Dvergur, MPL 2 er Svarth6fdi, MPL 3 er Jakob og MPL
4 er Svali. H1 - H4 eru vidmidunarhestar fra Keldum sem ekki hafa verid sprautadir med HSA.

v-Herpes Aluml Alum2 MPL1 MPL2 MPL3 MPL4 | HI H2 H3 H4
IFN-y 11,1 15,3 10,2 49 222 6,7 1,1 6,2 248 255
IL-4 2,4 1,4 1,7 1,1 4,0 2,1 0,9 2,0 5,7 2,6
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UMRADUR

Sumarexem er mun algengara i hestum sem faeddir eru 4 Islandi og eru fluttir t en i
islenskum hestum sem faeddir eru erlendis, p6 61l hrossakyn geti fengid ofnemid.
betta hefur ahrif 4 hrossautflutning par sem venlegra er ad kaupa hesta feedda erlendis
sem eru i minni hettu 4 ad fa sjukdéminn. Sumarexem er ofnemi gegn proteinum
sem berast i hross vid bit smamys af @ttkvislinni Culicoides, en tegundir af pessari
ettkvisl lifa ekki hér & landi. Pad er ekki til neitt boluefni né god lekning eda
lyfjamedferd vid ofne@minu en til ad koma i veg fyrir sumarexem er besta radid ad
halda hestunum 4 einn eda annan hatt fra Culicoides flugunum. Hestarnir eru oft illa
haldnir og pvi aridandi fyrir velferd hestanna ad finna lausn 4 ofn@minu. Erfitt er ad
koma 1 veg fyrir Gtflutning & flugusvedi sem eru ner alls stadar nema vid sjo og upp i
fjollum og eftir ad hestarnir eru a4 annad bord komnir upp 4 meginlandid er erfitt ad

koma i veg fyrir flutning milli svada.

5.1 Bodefnamealingar i hestum

Ekki eru til tilbuin prof til ad meela bodefni i hestum en i ménnum og misum eru
bodefnaproteinin mald med moétefnum og haegt ad kaupa tilbain prof og maela nokkur
bodefni 1 einu. Til pess ad geta melt hvort hesturinn er ad svara 4 Th1 eda Th2 braut
pa verdur ad vera haegt ad nema svarid med einhverju moti. Eina 6rugga leidin er ad
meala bodefnin en pau eru sameindir sem hvitfrumurnar seyta { mjog litlu meeli.
Profadar hafa verid mismunandi adferdir (SYBR Green og Lightcycler™) af
sumarexem rannsoknarhépnum 4 Keldum til ad mala mRNA bodefnaframleidslu i
hestafrumum med rauntima PCR og er niina komin aszttanleg adferd til ad mala
framleidslu mismunandi bodefna (TaqMan).

Bodefnamelingarnar med TaqMan adferdinni voru proéadar og profadar 4
cDNA sem einangrad var ur hestunum sem bolusettir h6fou verid med sitthvorri HSA
ferjunni (G og H1) en sokum skorts & samanburdi og Osérteekrar drvunar { FCS ti
voru nidurstddur ekki nothafar. Ymsar breytur voru profadar eins og mismunandi
DNA magn til ad spara cDNA og 4 midju ferli var settinu sem byr til cDNA breytt hja
framleidanda og pa voru profadar mismunandi uppskriftir. Einnig var pr6fad ad hirda
frumureektirnar og einangra RNA eftir 6rvun { mislangann tima (4, 8, 18 og 24 tima)

til ad finna 0t hvada timapunktur syndi hamarks framleidslu hvers bodefnis.
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Sem fulltrai fyrir Thl braut var meelt IFN-y en IL-4 fyrir Th2 braut. IL-5 var
einnig profad fyrir Th2 braut en syndi ekki haekkun midad vid viomid. Vegna
lykilhlutverks stjornfrumna i ofnemi veri dhugavert ad lita 4 stjérnbodefnin IL-10 og
TGF-B. Malingar 4 IL-10 voru i undirbiiningi en erfidlega gekk ad framleida IL-10
ferju og fa nagilega goda flarljomun og parfnast pessi maling nanari utferslu. f-actin
var notad sem busyslugen til samanburdar. Til honnunar & stadalkarfu fyrir B-actin
voru notud 2 visapdr, 3 mismunandi preifarar og 2 mismunandi ferjur 4dur en
@tlunarverkid tokst.

TNF-o genabutur var klénadur inn i bluescriptferju og meling 4 TNF-a

framleidslu sett upp til melingar 4 medfaedda dnemissvarinu.

5.2 Samanburour 4 HSA tjaningu ferja in vitro

Eitt frumskilyrdi pess a0 DNA boluefni virki er ad pad sé vel tjad 1 frumum pess sem
er bolusettur (Babiuk et al., 2003). bvi var reynt ad hanna ferju sem er vel tjad i
hestafrumum. HSA tjaning sj6 mismunandi spendyratjaningarferja var borin saman i
fjérum gerdum hestafrumurakta og COS-7 til samanburdar. Ferjurnar pcDNA3.1/GS
og pcDNA3.1/V5-His med HSA geninu 4, hofou verid profadar i hestum og gafu
badar lagt onemissvar og voru ekki négu Thl styrandi. Med intron A og heillri Kozak
r60 tokst okkur ad endurbeeta tjaningu ferjanna i hestafrumum.

Synt hefur verid fram 4 aukningu i umritunarvirkni vegna innrada hja mérgum
genum i mismunandi vefjum. Innradir eru fjarleegd af splaesikornum og pad getur haft
ahrif 4 mRNA ferlid eins og upphaf umritunar gens, editing og polyadenylation for-
mRNA og kjarnautflutning, pyding og nidurbrot mRNA afurdanna (Le Hir et al.,
2003).

1 1j6s kom ad ekki dugdi ad hafa bara intron A til ad fa goda tjaningu. W1 og V1
ferjurnar sem hafa intron A en ekki Kozak radir tjadou HSA 1 um tdluvert minna meeli i
6llum frumuraektum en G og H1 ferjurnar sem eru med Kozak. Innsetning 4 intron A {
HI til ad f4 H2 minnkadi lika HSA tjaningu. Pad geti reyndar stafad af pvi ad intron
A var ekki limt inn & réttan stad 4 ferjunni m.t.t. CMV styrilsins. Reynt var ad kléna
CMV styril og intron A Gr VR1012 beint inn i stadinn fyrir CMV styrilinn sem var
fyrir 4 G og H1 ferjunum og einnig reynt ad setja intron A inn 4 fleiri stadi eins og

beint fyrir aftan CMV styrilinn en pad tokst ekki (sja mynd af ferju i vidauka B).
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Synt hefur verid ad basaradirnar sem umlykja AUG byrjunartdknann 8 mRNA
gegna mikilvaegu hlutverki vid ad audkenna AUG byrjunartdknann. Basarddin sem
umlykur uphafstdknann er pekkt sem “Kozak consensus sequence”, GCCRCCAUGG.
G 1 +4 sztinu og R (A/G) 1 -3 s&tinu midad vid upphafstaknann hafa dkvedna
sérstodu pvi ef pa basa vantar getur pad valdid pvi ad mun minna er tjad (Kozak,
2005). Pessi upphafstakni pydinga beinir ribdsomum & upphaf prétein myndunar &
mRNA. 408 rib6séomal undireiningar byrja 4 5” enda mRNA og skannar eftir
basarddinni uns komid er ad fyrsta AUG tdknanum. Ribosémin byrja ad pyda vid
fyrsta AUG tédknann en ef par er veik eda engin Kozak rd0 halda sum ribosém afram
ad skanna nidur eftir mRNA bar til pad ber kennsl 4 annan AUG tékna. Petta er kallad
lek skonnun (leaky scanning) (Kozak, 2005).

b6 a0 G og HI ferjurnar hefdu einungis haft part af Kozak r6dinni,
ttCACCATGa og aattCCATGa, voru per vel tjadar i COS-7 frumunum (mynd 13) og
i hesta lungnafrumum en i minna meeli i hudfrumum og illa i skeifugarna- og
nyrnafrumum (myndir 14 og 15). W1 og V1 ferjurnar hafa ekki Kozak r60
(ccgcttATGa) og voru peer verr tjadar i frumunum en hinar ferjurnar (myndir 14 og
15). Heil Kozak 160, GCCACCATG, var sett inn i tveer ferjur, W2 og V2 sem
innihéldu intron A. [ hestafrumuraktunum jok W2 og V2 med Kozak rédinni mjog
svo HSA tjaninguna midad vid W1 og V1. I hud-, lungna- og nyrnafrumum var
tjaning W2 og V2 svipud og hja G og H1 ferjunum en i skeifugarnafrumunum var
tjaningin meiri (myndir 14 og 15). Pegar frumur voru hirtar eftir 24 tima sast meiri
tjaning hja pessum tveim ferjum heldur en hinum i lungna- og skeifugarnafrumunum.

Eftirtektarvert er ad ferjur sem innihalda intron A hafa 60ruvisi préteinbuta
mynstur i WB en ferjurnar an intron A. Ferjurnar meo intron A hafa fleiri proteinbond
og pau eru oft 4 tidum mjog sterk og mynstrin eru breytileg milli frumureekta og eftir
24 og 48 tima frumuhirdingu, en pau sjast minna eftir 48 tima. Engin haldbeer skyring
er 4 pessum aukaproteinbondum en kannski ma rekja petta til pess ad pad hafi verid
meiri umritun og kjarnattflutningur vegna pess ad intron A var fjarlaegt af
spleesikornum og pvi hafi ordid meira nidurbrot vegna proéteinrjufandi ensima i
umfryminu. Pessi auka préteinbond eru tjad HSA protein sem eru numin af V5
motefni. Kannski ytir intron A undir ésérvirka tjaningu frad 66rum ATG-um sem eru
inn 1 HSA geninu og eru i fasa vid V5. Splesitdkn (splicing signals) 1 intronum geta
aukid umritun med pvi ad yta RNA polymerase II af stad og auka skilvirkni (Le Hir et
al., 2003).
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pBudCE4.1/1acZ/CAT vidmidunarferjan virkadi ekki sem skildi til ad
audvelda samanburdinn 4 ferjunum sj6 sem var verid ad profa i hestarektunum par
sem lagt DNA magn af ferjunum einum og sér og stundum med 6drum ferjum

mealdist ekki.

5.3 Onzemissvorun hesta vid 6rvun CpG rada og peptida in vitro

Synt hefur verid fram a ad viss peptid og akvednar 6metyleradar kirnaradir Gr
bakterium (CpG stef) geta virkad sem Th1 dnemisgladar. CpG ODN hefur verid
tengt vi0 vaka, Amb a 1 0ir 6dainsjurt (ragweed) og pad hefur gefio gdoa raun i
onemismedferd i méonnum. Med pvi ad gefa CpG ODN tengt vid Amb a 1 sex sinnum
fékkst marktekt haerra IFN-y og marktekt leegra IL-5 midad vid pa sem fengu
lyfleysu, sem gaf til kynna ad bodefnasnidid hefdi ferst { attina ad Th1 braut (Tsalik,
2005). Poly-L-Arginine virkar vel 1 peptid boluefni par sem pad hefur synt sig reesa
oflugt T frumusvar sem endist lengi (Mattner et al., 2002). Einnig er hagt ad efla T
frumusvar med blondu af CpG-ODN og pR (Lingnau et al., 2002). Gleedaahrif MDP
hafa minna verid rannsdkud en i vissum blondum getur pad raest Thl svar (Moschos
et al., 2006; Petrovsky and Aguilar, 2004).

Prjér bluescriptferjur voru préfadar i eitilfrumufjdlgunarprofi. Orvad var med
bluescriptferju, tomri, med 8 auka eintokum af hestastefjum eda med 8 auka eintokum
af musastefjum. Ferjan me0 auka hestastefjunum 6rvadi frumufjélgun meira (3 af' 5
hestum) en ferjan med auka musastefjunum (1 af 5 hestum) (myndir 17-18).
Frumufjélgun 6rvadist einnig af tomri bluescriptferju (2 af 5 hestum) (myndir 17-18).
Toém bluescriptferja og ferja med hestastefjunum 6rvadi smavegis umfram HSA en
ekki ferja med musastefjunum (mynd 18).

Profad var hvort Polyarginine (pR) og Muramyl dipeptid (MDP) &rvi
eitilfrumufjdlgunarprofi. MDP 6rvadi ekki eitt og sér nema hja einum hesti (mynd 20)
eda i miklum styrk (mynd 19 og 24). PR 6rvadi eitilfrumur ar fimm af sj6 hestum
pegar pad var notad an vaka. PR jok orvun ef pad var notad med vaka sem hestarnir
ho6fou onemissvorun gegn en ekki MDP (myndir 19, 21, 22, 24).

{ pessum tilraunum var pvi veitt athygli ad erfidara var ad adskilja bl6d ur
hestunum yfir haveturinn (névember - mars). Faerri PBMC fengust og erfidara var ad
losna vid blodflogur. Tekid var tillit til pessa i framhaldinu en petta hafoi ahrif &

orvun hvitfrumna til ad nota i bodefnamelingar og frumufjélgunarprof. Fylgst var
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med blédgildum i rannséknarhestunum og sast arstidarbundin sveifla { malingunum
(6birt gogn).

Frumufjélgunarpréf meelir dunnid 6nemissvar eda T frumu svorun (fjolgun)
en melir ekki 6rvun medfaedda svarsins sem CpG stefin og peptidin ttu ad drva
begar pau eru notud ein og sér. Frumufjoélgunarpr6fio var notad sem forprof til ad
finna Gt hvada styrk veeri best ad nota fyrir mealingu 4 bodefnaframleidslu hvitfrumna.

Fyrir eitilfrumufjolgunarpréfin voru ferjur einangradar med “Midiprep” setti
fra QTAGEN. Me0 beirri adferd er hatta 4 ad eitradar afurdir fra bakteriunni fylgi
med sem geta 6rvad osértaekt i frumuraekt. Fyrir 6rvun hvitfrumna og melingu 4
bodefnaframleidslu voru ferjur einangradar med “QIAGEN EndoFree Plasmid Mega”
setti sem fjarlegir eiturafurdir bakterfunnar eins og LPS til ad koma i veg fyrir
osérteka orvun. Rektun & bakterium ummyndudum med ferjum med 8-10 CpG
stefjum gekk mjog illa og verr eftir pvi sem innskotin voru sterri og virtust pessi
steerri innskot vera eitrud. Mun minna ferju DNA fékkst til profunar ur pessum
reektum. Reynt var ad raeekta upp vid leegra hitastig en pad gekk ekki fyrir
bluescriptferjur med 10 CpG stef en med laegra hitastigi var heegt ad einangra sma
magn af bluescriptferjum med 8 CpG stefjum (sja téflu 10).

Kjorstyrkur LPS til frumudrvunar var préfad i frumufjolgunarprof. Par sem
orvun var ekki sjdanleg i pynningum 0,08 - 12,5 pg/ml eftir 2 daga var akvedid ad
nota ekki minni styrk en 10 ug/ml og ekki meira en 50 pg/ml vegna hugsanlegra
eiturdhrifa. LPS 6rvar adallega smaatur (monocytes) sem framleida TNF-a, IL-6,
TGF-B og IL-10 en PHA o&rvar adallega T frumur til ad framleida IFN-y, IL-5 og IL-
10 (Hussain et al., 2002). Nota atti LPS sem jakvett viomid fyrir TNF-o framleidslu.

TNF-a og IFN-y framleidsla hvitfrumna Gr hestum sem 6rvadar voru med
CpG r60um og peptidum var athugud med aherslu & TNF-a framleidslu. TNF-a er
adallega framleitt af storatfrumum (macrophages), NK frumum og T frumum og hefur
morg hlutverk og er medal annars eitt af frumbolgu bodefnunum (Ebert, 2005). Vid
forkdnnun kom 1 1j6s ad best veeri ad mala TNF-a framleidslu eftir 4 tima en IFN-y
framleidslu eftir 24 tima en pa fengust haestu gildi pessara bodefna pegar prir
timapunktar voru préfadir (mynd 26) sem ber saman vio fyrri athuganir 4
boodefnaframleidslu eftir 6rvun 4 PBMC 1r hestum (Giguere and Prescott, 1999).
TNF-a framleidsla i vidmidunarsynunum var alltaf frekar ha sem bendir til sértaekrar

Orvunar i etinu og trufladi pad nidurstédurnar.
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LPS reyndist 6rva afar takmarkada TNF-a framleidslu hja badum hestunum
(myndir 25-27) og virtist pvi ekki gott jakveatt viomid. En pegar frumuraktanir voru
skodadar 1 smasja sast greinilega 6rvun i brunnunum, stoérar frumur med minni frumur
1 kring (klumpun) strax eftir 4 tima. Pegar frumuraektunarbakkar voru skodadir eftir
hirdingu frumna saust frumur sem satu eftir fastar vid plastio. Moguleg skyring a pvi
a0 litil TNF-a framleidsla meeldist er ad frumurnar sem festust i holunum vid drvun
og voru ekki losadar af eru kannski adalframleidslufrumur TNF-a. PHA 6rvadi IFN-y
framleidslu mjog vel og einnig TNF-a eftir 4 klst og virkadi pvi sem skyldi.

bad er pekkt hja ymsum spendyrum ad einstaklingar bregdast mismundi vid
LPS 6rvun. Pvi er haldid fram ad erfdabreytileiki proteina sem taka patt i booferli
LPS 6rvunar eigi par patt. Radgreining priggja gena (CD-14, TLR4 og MD-2) i
moénnum og musum hefur leitt 1 [jos erfdabreytileika sem hefur ahrif & dnemissvorun
LPS 6rvunar. Rannsoknir hafa synt ad hestar bregdast mismunandi vid LPS. Prir
hestar af tiu svorudu med markteaekt leegri TNF-o framleidslu midad vid medaltalid en
ekki var haegt ad tengja breytileika pessara priggja gena, sem voru radgreind hja peim
6llum, vio lagt LPS 6nemissvar (Werners et al., 2006).

Toéma bluescriptferjan er med prji hestastef og eitt musastef, og virdist 6rva
meiri bodefhaframleidslu en ferjur med auka CpG stefjum (myndir 27). begar fylgst
var med i smasja sast orvun i brunnunum hja 6llum ferjunum likt og hja LPS eftir 4
tima.

PR og MDP 6rvudu ekki ein og sér, hvorki myndun IFN-y né TNF-a en i
frumufjélgunarprofinu var synt fram 4 ad pR jok & frumufjolgun med og an sértaeks
vaka en ekki MDP. begar frumuraktirnar voru skodadar i smasja sast greinilega
orvun 1 brunnunum hja pR og MDP. Samkvamt rannséknum Lingnau og félaga
(2002) 6rvadi pR ekki IL-6, TNF-a eda IFN-y framleidslu eitt og sér sem er {
samraemi vid minar nidurstodur. Peir syndu einnig fram 4 ad pR med CpG-ODN jok
IFN-y framleidslu frumna meira en CpG-ODN gerdi eitt og sér (Lingnau et al., 2002).

i pad heila maldist litil TNF-o framleidsla. Utfaera parf profid betur og
endurtaka 4 nokkrum hestum. Hirda pyrfti frumurnar 60ruvisi Gr brunnunum, t.d. med
pvi a0 taka ti0 af og setja sprengjudia ut & frumurnar, melta i smé tima og hirda svo
og spinna nidur. bad er pekkt ad storaetur sitji fastar en adrar frumur. Einnig maetti
reyna ad gera profid i eigin (autologus) sermi til ad minnka osértaeka drvun. Oliklegt

er a0 erfdapatturinn eigi s6k & pessu pvi allir pessir oneemisgledar koma bodum afram
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i gegnum mismunandi bodkerfi, CpG reasir TLR9, LPS reesir TLR2/4 og MDP raesir
NOD2.

Skoda pyrfti hvernig bodefnasnidid er pegar pessi peptio og CpG ferjur 6rva
med vaka og hvernig pau virka saman, p.e. pR og CpG ferjurnar med og an vaka.
Einnig veeri pa ahugavert ad meala fleiri bodefni eins og TGF-f, IL-10 og IL-4 til ad

skoda patt Treg og Th2 frumna vid 6rvun mismunandi onemisglada.

5.4 Onzmissvar hesta sem bélusettir voru med HSA/Alum eda

HSA/MPL

Nu eru 1 6rri proun Thl styrandi gledar sem hagt er ad nota til ad efla
ofna@misboluefni. Einn pessara glaeda er Monophosphoryl-lipid A (MPL) sem
innheldur afeitrad lipid A 0r lipopoélisakkaridi (LPS) Salmonellu minnesota R595 og
er Thl styrandi gledir badi i misum og monnum (Evans et al., 2003; Larche, 2006).
MPL hefur verid notad i forkliniskum og kliniskum rannséknum og hefur reynst
oruggur og virkur sem dnamisglaedir i boéluetni 1 yfir 120.000 skommtum sem hafa
verid gefnir ménnum (Dougan and Hormaeche, 2006). MPL hefur pegar verid leyft til
notkunar { ménnum (McCluskie and Weeratna, 2001). Ofna@misboluefni med seydi af
breyttum grasfrjoum sem er blandad vid L-tyrosin og MPL hefur synt g6da virkni i
monnum en eftir adeins fjorar inngjafir, sem voru gefnar fyrir frjokornatimabilid,
fékkst breytt hlutfall i motefnaframleidslu. Sértaekt heildar IgG svar haekkadi og pad
fékkst legra IgE svar midad vid viomidunarhép (Drachenberg et al., 2001). Annar
rannsoknarh6pur sem var ad skoda virkni béluefnis ur sama efnivid og gaf boluetnid
einnig fjorum sinnum, meldi aukna IgG1 og IgG4 sérteeka métefhasvorun i
medhondludum einstaklingum og pad sem meira var minni sérteka IgE
moétefnaframleidslu yfir frjokornatimabilid. Sermi fra medhondludum einstaklingum
gat hamlad histamin losun basafrumna in vitro (Mothes et al., 2003). T frumusvorun
og bodefnamalingar hafa litid verid skodadar vid pessa medferd en vitad er ad
ofnamisvakar 6rva sértekar T frumur in vitro (von Baehr et al., 2005).

Samkvemt rannsoknum Hellberg og félaga (2006) bindast sérteek IgGa, IgG(T)
og IgE motefni proteinum i bitvokvakirtlum tr Culicoides en ekki IgGb og var
marktaekur munur 4 milli hesta med sumarexem og heilbrigdra hesta. Pad sem meira

er pa voru hestar med sumarexem sem faeddir voru 4 Islandi med IgGa, IgG(T) og IgE
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motefni gegn markteekt fleiri bitvokva proteinum en hestar med sumarexem faeddir i
Evropu (Hellberg et al., 2006). HSA/Alum hestarnir sem eru med ofnami svara med
somu motefnaflokkum p.e. svorudu med mjdg hau IgG(T), nokkud legra IgGa og
varla neinu IgGb og syndu kroftugt IgE svar 1 viku 2 sem var stodugt a.m.k par til
viku 11. A9 visu svorudu MPL hestarnir svipad og framleiddu einnig IgE en svarid
dvinadi fljott. Synt hefur verid fram a ad IgE moétefni midli klassiskri gerd I ofnemi i
hestum og sé adalahrifavaldurinn { meingerd sumarexems en ad [gG(T) geti einnig
tekid patt i ofnaemissvarinu (Wagner et al., 2006). Eini hesturinn i HSA/MPL hépnum
sem synir hakkun 1 IgG(T) métefnasvari eftir pridju bélusetningu er sa sem hefur
heaesta IgE motefnasvarid. Heildar IgG svarid var mun herra hja HSA/Alum hestunum
og samkvamt pvi er Alum sterkari dnemisglaedir en MPL. Enda hefur MPL ekki
fordamyndunarahrif (depot) eins og alum (Brewer, 2006). Einnig m4 sjé ad
boélusetning i hid var mun ahrifameiri en undir hiid par sem svorun eftir hidprof var
mjog 6flugt.

Samkvamt bodefnamelingunum var IFN-y/IL-4 hlutfallid adeins haerra hja
HSA/MPL hestunum heldur en hja HSA/Alum hestunum sem bendir til Th1l
onzmisstyrandi dhrifa MPL.

Allir hestarnir svorudu med meiri IFN-y heldur en IL-4 framleidslu eftir in vitro
orvun 4 eitilfrumum med y-herpes og adallega med IgGb undirflokki sem bendir til
Thl svars eins og buast ma vid gegn latent veiru (Mizukoshi et al., 2002). Malingar
syndu aftur 4 moti IgE motefnasvar gegn y-herpes. bvi midur nadist ekki ad maela IgE
motefnasvar gegn y-herpes hja hestum sem ekki eru feddir 4 fslandi. Pad er 1j6st ad
svar MPL hestanna gegn HSA var ekki jafn augljost Thl svar eins og gegn y-herpes.
En svarid er p6 nokkud frabrugdid pvi sem HSA/Alum ofnemishestarnir syndu. Badi
hvad vardar IFN-y melingu og 6stodugt IgE svar. En IgE svar gegn y-herpes var p6
nokkud hatt og 1j6st ad IgE svar hesta er allt 60ruvisi en i ménnum og musum sem
ekki eru snikjudyra sykt. bPegar heildar IgE motefnasvar var skodad i hestum fra
[slandi 4dur en peir voru fluttir ut og borid saman vid hesta i Sviss sast ad medaltal
hestanna 4 {slandi var miklu hzerra eda 121.970 ng/ml en medaltal hestanna feedda i
Sviss sem var 23.523 ng/ml. Heildar IgE i sermi lzekkadi i hestum faeddum 4 Islandi
ari eftir utflutning og hélt afram ad leekka i peim sem fengu ekki sumarexem en
haekkadi aftur 1 hestum sem fengu sidan sumarexem. Einnig voru hestarnir sem faeddir
voru 4 Islandi og fluttir (it med verri sumarexem einkenni (Wilson et al., 2006).

Liklega ma rekja hatt IgE i blodvokva hesta til snikjudyrasykinga. Hestar 4 fslandi eru
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ef til vill ekki eins oft ormahreinsadir og hestar i Sviss. beir eru mjog einangradir og
innflutningur 4 hrossum hingad bannadur. Margir sjukdomar sem finnast i hestum
erlendis eru ekki til hér. begar hitasottin gekk i hestum 4 fslandi (1998) syndu
rannsonir ad af u.p.b. 30 veirutegundum sem pekktar eru 1 hestum erlendis eru
einungis 9 veirutegundir hér landlegar og par med voru islensku hestarnir syktir af
fjorum herpesveirum (Svansson, 2004). Hestar 4 Islandi eru ekki bolusettir gegn
veirusykingum eins og reglulega er gert erlendis.

Fj6lmargar rannsoknir hafa synt neikveeda fylgni 4 milli ofnaemissjikdéma og
ormasykinga i masum og ménnum. Onzmisvidbrogd vid flestum snikjudyrum eru
Th2 had en samt syna moérg deemi ad ormasykingar geta varid hysilinn gegn Th2
midludu ofnemi. Langvarandi ormasykingar hafa baelandi ahrif 4 onaemiskerfid fyrir
tilverkan IL-10 sem einnig beelir ofnemisvidbrogd (Carvalho et al., 2006; Maizels,
2005). Aftur 4 moti virdist annad vera upp 4 teninginum hja hestum 4 slandi pvi pratt
fyrir mjog hatt heildar IgE magn i bl60i sem gefur til kynna verulega ormasykingu, pa
melist mjog lagt IL-10 hja islenskum hestum sem fluttir eru til Sviss (Hamza et al.,
2006). Mlingar 4 bodefnum hesta syndu ad innfluttir hestar framleida marktaekt
minna IL-10 i kjolfar in vitro 6rvunar en islenskir hestar feeddir i Sviss, sem jafnvel
sast hja 66rvudum frumum. f somu rannsékn sast ad pad var leekkun 4 IFN-y en
haekkun 4 IL-4 tjaningu hja hestum med sumarexem yfir sumartimann. Islenskir
innfluttir hestar sem sidar fengu sumarexem voru med markteaekt heerri IL-4 tjaningu
en heilbrigdir innfluttir hestar og hestar faeddir i Sviss med og an sumarexem. bad
sem meira er pa var varla meaelanleg IL-4 tjaning i hestum faeddum 1 Sviss, midad vid
hesta flutta inn fra fslandi, hvort sem peir fengu sumarexem. En bzlinguna mé liklega
rekja til heerri IL-10 tjaningar (Hamza et al., 2006).

Pad sem hefur liklega mest um pad ad segja hvort einstaklingar 4 ofnemi er
onaemisreynsla peirra fra faedingu og jafnvel i médurkvidi, umhverfi og erfoir
(Maizels, 2005). Hestar 4 Islandi virdast vera med sterkt Th2 énamissvar sem ma ef
til vill rekja til 6naemisreynslu peirra p.e. til farra veirusykinga (Th1) og stoougrar
snikjudyrabyrdi (Th2) fra unga aldri. bar ad auki alast peir ekki upp med orsakavaldi
ofnzemisins. [ 1j6si pessa gaeti pad reynst erfidara en wtlad var, samkvamt
nidurstédum ur masum, ad Thl énamisstyra fullordnum hestum feddum a fslandi.
Rannsoknirnar stydja pad sem @ betur kemur 1 1j6s ad 6rdugt er ad yfirfera
nidurstédur um 6ngemissvorun og boélusetningar 4 milli dyrategunda og naudsynlegt er

a0 framkveema tilraunir & peim dyrum sem eiga i hlut.
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Niodurstodur verkefnisins eru mikilveegt innlegg i rannsoknir vardandi
onzmissvorun hesta og 6nemismedferd. En islenski hesturinn og sumarexemid eru
mjog dhugavert rannsoknarefni 4 svidi dnemis- og ofnemisfredi. Tekiferi gefst til
a0 bera saman hesta af sama uppruna en Ur mismunandi umhverfi og med 6lika
on@misreynslu. bad er ad segja hesta sem alast upp erlendis, hesta hér a landi sem eru
einangradir fra ymsum algengum sjuikdomum og ofneemisvakanum og hesta par sem

einangrunin er rofin vid utflutning.
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VIDAUKI A

Bolusetning hesta med HSA proteini og Alum 6nsemisglaedi.

Bjossi og Kalli

Vikur Adgerd

0 Bélusetning med HSA proteini og Alum onaemisglaedi
0-11 B160 tekid vikulega og sermi hirt

11 Hudprof

12-19 Bl60 tekid vikulega og sermi hirt

19-40 BI160 tekid adra hverja viku og sermi hirt

40-128 Bl60 tekid manadarlega og sermi hirt

129 Proéteinogrun med HSA proteini og Alum onaemisgladi

128-144 B160 tekid vikulega og sermi hirt.
144-156 B163 tekid adra hverja viku og sermi hirt
156-164 Bl60 tekid ménadarlega og sermi hirt

Boélusetning hesta med HSA préteini og MPL énzemisglaeodi
Dvergur og Svarthofoi
Vikur Adgerd

0 Boélusetning med HSA proteini og MPL 6n@misgledi
0-6 B160 tekid vikulega og sermi hirt

6 2. bolusetning med HSA proéteini og MPL onemisgladi
7-15 B163 tekid vikulega og sermi hirt

15-35 B163 tekid adra hverja viku og sermi hirt

35-51 BIl60 tekid manadarlega og sermi hirt

52 3. bélusetning med HSA proéteini og MPL 6naemisglaedi

51-67 B163 tekid vikulega og sermi hirt
67-83 BI160 tekid adra hverja viku og sermi hirt (Svarth6foa 16gad viku 70)
83-116 B163 tekid manadarlega og sermi hirt

Jakob og Svali

Vikur Adgerd

0 Boélusetning med HSA proteini og MPL Onemisglaedi
0-6 BI160 tekid vikulega og sermi hirt

6 2. bélusetning med HSA proéteini og MPL 6naemisgledi
7-15 B160 tekid vikulega og sermi hirt

15-31 BI160 tekid adra hverja viku og sermi hirt

31-51 B163 tekid manadarlega og sermi hirt

52 3. bélusetning med HSA proéteini og MPL 6namisgledi

51-65 BI160 tekid vikulega og sermi hirt
65-79 B163 tekid adra hverja viku og sermi hirt
79-87 B163 tekid méanadarlega og sermi hirt
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VIDAUKI B
G ferja H1 ferja
pcDNA3.1/G6S+HSA pcDNA3.1/V5-HisB+HSA
HSA HSA
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W1 ferja
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W2 ferja
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