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Hastens typ I interferonsystem — en nyckelkomponent i forsvaret mot infektioner
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GENERELL BAKGRUND

Infektionssjukdomar och inflammatoriska tillstind utgér stora problemomraden inom
modern héstmedicin da de orsakar bade lidande for djuren och ekonomiska forluster for
dgare och trinare. Nar det giller smittsamma sjukdomar kan ockséa stora utbrott orsaka
allvarliga och kostsamma problem for flera delar av histnédringen. Det dr ddrfor mycket
viktigt att kunskapen om histens immunforsvar okas sa att effektiva behandlingsmetoder
och vacciner mot infektionssjukdomar kan tas fram. En viktig del av forsvaret mot
infektioner dr typ I interferonerna, en grupp proteiner som bl.a. i ett tidigt skede av en
infektion forhindrar att virus forokar sig och som dven styr resten av immunsvaret sa att ett
effektivt forsvar mot infektionen utvecklas. I dagsldget anses det finnas totalt nio olika
typ I interferon (IFN) hos diggdjur. De flesta djurslag som hittills studerats har dock ett
mindre antal. Olika typ I IFN produceras ocksa i varierande omfattning vid infektion med
olika mikroorganismer. Innan detta projekt startade hade histens typ I IFN-system inte
studerats ingaende.

PROJEKTETS SYFTE & STRATEGI

Projektets overgripande malsittning var att utoka kunskapen om histens immunsystem och
i synnerhet hdstens typ I interferonsystem. Detta dr en fOrutsittning for att klargora
patogenesen for manga infektionssjukdomar och dven autoimmuna sjukdomar hos hist.
Denna kunskap vidgar ocksa mojligheterna att forbittra nuvarande metoder och utveckla
nya strategier for immunmodulation, t.ex. vaccination, inom histmedicinen. Med detta mal
har vi under 2010-2013 framforallt arbetat med delprojekten som beskrivs nedan. I
projektet har docent Eva Wattrang varit huvudansvarig med hjilp av Dr Olivier Detournay,
post-doc i projektet fran september 2009 till september 2011, och docent David Morrison,
SLU, som bistatt med bioinformatisk expertis i delprojekt 1. Casper Wahlund utférde sitt
examensarbete for Bachelor i delprojekt 2. Vi har ocksa ett nira samarbete med Dr Bettina
Wagner, Cornell University, USA, vilket framforallt varit mycket vérdefullt i delprojekt 1,
3 och 4. Projektet har hittills presenterats vid internationella vetenskapliga konferenser och
i peer-review tidskrifter.

RAPPORTERING DELPROJEKT

Delprojekt 1: Kartldggning och uttryck av hdstens typ I IFNer

Bakgrund

Interferon upptidcktes i mitten pa 50-talet pa grund av dess formaga att inhibera
virusinfektion och virusreplikation. Man har nu fastséllt att det finns tre olika sorters IFNer
eller IFN-familjer, typ I, Il och III. Det planerade projektet behandlar typ I IFNerna som dr
en stor familj med sma, strukturellt nérbesléiktade cytokiner som har en gemensam receptor.
I dagsliget anses att typ I IFN-familjen hos diggdjur omfattar 9 “officiella” olika
medlemmar s.k. klasser: IFN-a, IFN-p, IFN-§, IFN-¢, IFN-x, IFN-t, IFN-w, IFN-v och
IFN-z . En ytterligare klass, IFN-o/w, hade enbart identifierats vid studier av
nukleinsyrasekvenser (in silico) utan funktionell analys vid detta projekts borjan. En del av
dessa typ I IFN-klasser finns bara hos vissa grupper av djur, t.ex. [IFN-t som bara hittats hos
idisslare och IFN-t som bara pavisats hos moss. Andra klasser sasom IFN-a, IFN-g och
IFN-o forefaller finnas hos alla arter som studerats. Vidare forekommer en del av IFN-
klasserna i multipla subtyper. Det mest studerade exemplet pa detta dr IFN-o dir de flesta
arter som undersokts har ett stort antal subtyper, t.ex. har méinniska 13, mdoss, notkreatur
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och katter 14 och grisar 17 . De olika subtyperna uppvisar bland annat mindre skillnader i
biologisk aktivitet, t.ex. i anti-viral effekt ©.

De hittills mest studerade typ I IFNerna 4r IFN-a och IFN-g. Dessa forknippas oftast med
forsvaret mot virusinfektioner dir de utfér viktiga funktioner bade i det ospecifika,
”snabba”, immunsvaret och i regleringen av det efterfoljande specifika immunsvaret. Deras
kanske mest karaktiristiska kénnetecken dr formagan att forhindra virusinfektion av celler
och inhibera virusreplikation genom att forsitta celler i ett “antiviral state” . De #r ocksa
inblandade i en rad olika funktioner som mojliggor ett effektivt immunsvar mot virus, och
andra intracelluliira patogener . De flesta celler producerar IFN-p nir de infekterats av
virus, medan IFN-ao framf6rallt produceras av speciella vita blodkroppar: monocyter och en
mycket specialiserad cell som benidmnts naturlig IFN-o producerande cell (NIPC) och &r en
sorts plasmacytoid dendritisk cell (pDC) . De exakta mekanismerna involverade i
igenkénning av virus och efterféljande induktion av IFN-a/B-produktion dr fortfarande inte
helt kartlagda men under senare tid har detta forskningsomrade expanderat lavinartat och
man kénner nu till ett antal av de inblandade induktionsvégarna. Det &r till exempel allmént
accepterat att cellerna i det ospecifika immunforsvaret med hjélp av olika receptorer kidnner
igen strukturer/molekyler som dr gemensamma for en grupp mikroorganismer och
ddrigenom fungerar som “varningssignaler” for immunsystemet . P& detta sitt aktiveras
mekanismer i den ospecifika immuniteten som sedan i sin tur styr utvecklingen av den
specifika immuniteten sa att ett forsvar som r relevant i bekdmpningen av infektionsdmnet
i fraga aktiveras. Nir det giller induktion av IFN-o/f &r de hittills mest studerade
“varningssignalerna” olika former av nukleinsyra, t.ex. dubbelstringat (ds) och
enkelstringat (ss) RNA och DNA. I vissa fall dr dven speciella nukleotidsekvenser i
nukleinsyran identifierade som avgorande for igenkédnningen, t.ex. DNA innehallande
ometylerade CG-sekvenser (CpG-DNA). De receptorer som kinner igen dessa “virus-
varningsignaler” innefattar t.ex. s.k. Toll-lika receptorer (TLR) som 4r membranbundna och
receptorer i cellcytoplasman 7*.

I detta delprojekt avsag vi darfor att kartlagga vilka, och hur manga, typ I IFN gener som
hésten har samt paborja studierna av vilka av dessa gener som uttrycks vid olika slags
stimulering och vilka celler som kan uttrycka dessa gener.

Material & metoder

For att identifiera och kartldgga generna for typ I IFNer hos hést anvindes databaser dir
histens arvsmassa finns sekvenserad, NCBI Equus caballus genome. Under
projektperioden uppdaterades databasen vilket medforde att bade version 1.1 och 2.0
analyserades (Ecal.l respektive Eca2.2). I dessa analyser anvindes kidnda diggdjurs-
typ I IFN sekvenser (bl.a. hist, gris, mdnniska och notkreatur) fran bl.a. NCBI GenBank
databasen for att soka tdnkbara sekvenser i hdstens arvsmassa (s.k. BLAST-analys). De
mojliga sekvenserna som identifierades i héstens arvsmassa analyserades ddrefter vidare
och identifierades bl.a. med hjdlp av sldktskapsanalys (fylogenetisk analys) och
’slaktskapstrad” (fylogenetiska trdd) konstruerades. Sekvenserna analyserades ocksa med
avseende pa konserverade sekvenser som dr karakteristiska for typ I IFN, t.ex. sekvenser
som #r involverade i viktiga funktioner sasom bindning till typ I IFN-receptorn.

For att studera mRNA-uttrycket av de olika typ I IFN-generna designades och etablerades
kvantitativa realtids RT-PCR-tester for alla de 7 identifierade hist-typ I IFNerna som
verkade ha funktionella gener, samt for 2 kontroll-gener (B-2-microglobulin och GAPDH).
Vid analys av data relaterades uttrycket av IFN-mRNA till uttrycket av kontrollgenerna
som anses uttryckas konstant i alla celler.

For dessa experiment avvindes héstceller som stimulerades till uttryck av typ I IFN i
cellkultur. Vi anvinde vita blodkroppar som isolerades fran blodprover, en primér cell-linje
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med embryolungfibroblaster (celler av bindvévstyp) s.k. EEL-celler samt en kontinuerlig
cell-linje med tumorvandlade celler av lymfocytirt ursprung (lymfosarkom) s.k. EQT8888-
celler. De vita blodkropparna isolerades fran blodprover fran klinisk friska histar (etiskt
tillstand for djurforsok C188/8). Till validering av PCR-metodiken anvindes blod fran 17
olika héstar. For det slutgiltiga induktionsforsoket anvéndes blod fran totalt 13 olika héstar,
9 ston och 4 vallacker, 5-20 ar gamla. Gruppen innefattade 6 st svenska varmblod, 2 st
holldndska varmblod (KWPN), 2 st engelska fullblod, 1 st irldndsk sporthédst och 2 st av
ponnyras. Alla celltyper odlades i nédrvaro av en panel av kinda IFN-inducerare (Tabell 1)
med malet att studera flera av de kénda induktionsvigarna for typ I IFN. IFN-induktionen i
cellkulturerna utvérderades sedan vid tva tidpunkter: efter 6 (optimalt for mRNA) och 24
(optimalt for protein) timmars odling. Vid dessa tidpunkter isolerades nukleinsyran fran
cellerna for PCR-analys av mRNA-uttryck. Cell-supernatanten samlades for analys av
IFN-o innehédll med ELISA. Alla IFN-inducerare testades med vita blodkroppar fran > 6
olika héstar och cell-linjerna testades med alla inducerare vid tre olika tilféllen.

Tabell 1. IFN-inducerare anvanda i delprojekt 1

Inducerare Forkortning  Beskrivning och induktionsvag

Sendai virus SV Levande RNA-virus, infekterar de flesta celltyper och inducerar sannolikt IFN-produktion via
ett flertal signalvagar

Ekvint herpesvirus typ 1 EHV-1 Levande DNA-virus, infekterar bl.a. hastens vita blodkroppar, inducerar sannolikt IFN-
produktion via ett flertal signalvagar

Oligodeoxyribonukleotid 2395 ODN Syntetisk DNA innehallande CG-sekvens som anses inducera IFN-produktion via TLR 9 i
endosomer

Lipopolysaccarid LPS Del av gram-negativa bakteriers cellvagg som anses inducera f.f.a. IFN-3-produktion via
TLR 4 pa cellmembran

Poly-inosin/poly-cytidyl-syra poly I:C Syntetiskt dubbelstrangat RNA som kombinerad med transfektionsmedlet LyoVec, anses

(polyl:C) + LyoVec inducera IFN-produktion via RIG-I-lika receptorer i cytoplasman

Poly-uridin (poly U) + LyoVec  poly U Enkelstrangad RNA U-sekvens som kombinerad med transfektions-medlet LyoVec, anses

inducera IFN-produktion via TLR 7/8 i endosomer

RIG-I - retinoic acid inducible gene-|

TLR - "Toll"lik receptor

Resultat & diskussion

Analysen av histens arvsmassa visade att det finns 32 potentiella typ I IFN-gener och att
dessa dr lokaliserade tillsammans pa hdstens kromosom 23 samt en “oplacerad” del av
arvsmassan (den senare tillhor sannolikt ocksd kromosom 23). Histens kromosom 23
motsvarar bl.a. ménniskans kromosom 9p21 dédr ménniskans typ I IFN-gener ockséd &r
lokaliserade. Sliktskapsanalys visade att hiistens typ I IFN-gener tillhorde 8 olika klasser:
IFN-a (6 subtyper), IFN-B (4 subtyper), IFN-w (8 subtyper och 4 pseudogener), IFN-§ (3
subtyper och 1 pseudogen), IFN-aw (3 subtyper), IFN-x och IFN-¢, samt 1 IFN-v
pseudogen. Vi fann att alla dessa klasser utom IFN-v omfattade gener som var potentiellt
funktionella, d.v.s. kan uttryckas. Generna hade ocksd de sekvenser som anses
karaktdristiska for typ I IFNer och &r viktiga for deras funktion t.ex. bindning till typ I IFN-
receptorn. De flesta av klasserna hade beskrivits hos andra djurslag men IFN-aw hade inte
tidigare studerats. Vi fann att IFN-aw-generna utgor en tydlig systergrupp till IFN-a, IFN-w
och IFN-s-generna. Dessa gener dr salunda sldktskapsmaissigt skilda fran tidigare beskrivna
typ I IFNer och vi foreslar att denna “nya” klass skall bendamnas IFN-u. Detta forslag har
sedermera ocksa godkdnts av den internationella IFN-nomenklaturkommittén
(www.iscir.org). Hos histen skilde sig ocksa antalet gener (subtyper) for olika klasser av
typ I IFN fran vad man funnit hos andra djurslag, hésten har bl.a. vildigt fa IFN-a subtyper.
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Stimulering av vita blodkroppar i cellkultur
resulterade 1 att totalt fem olika typ I IFN-
klasser aktiverades (Figur 1). Tva av dem,
IFN-o och IFN-B, visade det hogsta mRNA-
uttrycket medan IFN-§, IFN-w och IFN-u
uttrycktes i lagre grad. IFN-§ visade det ldgsta
uttrycket och aktiverades endast vid stimulering
med Sendai virus (SV). Inducerat uttryck av
IFN-x respektive IFN-e-mRNA observerades
bara i vita blodkroppar fran en hést vardera
utav 11 testade héstar.

Som vintat aktiverade de tva levande virusen
mRNA-uttryck av de flesta typ I IFNerna och
SV var den mest potenta av de testade
inducerarna. I likhet med vad som observerats
for andra dédggdjur, inducerade @ ODN
framforallt uttryck av IFN-a-mRNA och
poly I:C var en potent inducerare av IFN-g-
mRNA. Slédende var ocksa att IFN-o och IFN-u
respektive IFN-gB och IFN-o verkande ha
liknande induktionsmonster vilket kan tyda pa
att de har Overlappande/additativa funktioner,
vilket dr en ny observation. Till skillnad fran
andra didggdjur var poly U inte nagon stark
IFN-inducerare och LPS inducerade inte
uttryck av nagon typ I IFN-gen. Vi analyserade
ocksda IFN-a i cellkultursupernatanten fran de
stimulerade vita blodkropparna och
utsondringen av protein vid 24 h dverinstdmde
vil med uttrycket av IFN-a-mRNA vid 6 h
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Figur 1. Uttryck av typ | IFN-mRNA i vita blodkroppar stimulerade i
cellkultur med de indikerade inducerarna i 6 h. Medelvarden £
95% konfidensintervall, n26

(Figur 2). For att fa en uppfattning om vilka celltyper som uttrycker de olika typ I IFNerna
anvindes dven EEL- och EqT8888-celler i induktionssystemet. Dessa analyser visade att
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Figur 2. Korrelation mellan uttryck av IFN-c-mRNA i vita blodkroppar
stimulerade i cellkultur i 6 h och IFN-ce utsondrat i cellkuiturmediet vid 24 h
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EEL-cellerna endast uttryckte IFN-g och detta
enbart vid infektion med levande virus eller
stimulering med poly I:C (Figur 3) vilket
Overinstimmer med vad man funnit for fibroblaster
hos andra diggdjur. Lymfosarkom-cellerna
EqT8888 uttryckte didremot inga av typ I IFNerna
oavsett stimuli. Det &r beskrivet att manga
tumorceller fran andra ddggdjur har mutationer i
typ I IFN generna och vi misstdnker dirfor att dven
EqT8888-cellerna har ett defekt typ I IFN system.
Sammantaget visar dessa resultat bade likheter och
skillnader med typ I IFN-systemen hos andra
djurslag. Preliminira resultat fran denna studie har
presenterats vid internationella vetenskapliga
konferenser och de samlade resultaten ir
publicerade 1 en internationell peer-review
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Delprojekt: 2 Pilotstudie av typ [ IFN-uttryck i
hdisttarm

Bakgrund

Typ I IFNer 4r inblandade i patogenesen hos flera
autoimmuna och/eller inflammatoriska sjukdomar.
Mest kind dr kanske typ I IFNernas roll i den
autoimmuna sjukdomen systemisk lupus
erythematosus (SLE) hos miinniska ©. Det finns #ven
rapporterat att typ I IFN kan vara inblandade i , _
inflammatoriska tarmsjukdomar "”. Vi utférde dérfor OMech S TEMV-1T ODN T LPS pay 1 poty U
en pilotstudie i samarbete med professor Ronny Inducerare

Lindberg (SLU) och medarbetare som driver  Figur 3. Utryckav IFN-5-mRNAi hastibroblaster (EEL-
projektet “Immunologisk reaktivitet i tarmslemhinnan oy s <o e o hokerade induceraima
hos friska histar och hos histar med kroniska

inflammatoriska tarmsjukdomar”. Studiens syfte var att kartligga om typ I IFNer uttrycks i
héstens tarmslemhinna, vilka klasser som i sa fall uttrycks, och studera ifall typ I IFN é&r
inblandade i kroniska inflammatoriska tarmsjukdomar (IBD) hos hast.

L-mRNA-uttryck

........

Relatvt IFN-

Material & metoder

Studien innefattade 3 tarmprover (jejunum, kolon och rektum) fran vardera 6 friska héstar
samt 4 rektumbiopsier och ett kolonprov fran héstar diar diagnosen IBD stillts histologiskt.
RNA isolerades fran viavnadsproverna och analyserades for uttryck av typ I IFN-gener och
kontrollgener med var kvantitativa RT-PCR-metodologi.

Resultat & diskussion
I analyserna av tarmvévnad ifran friska histar och histar med IBD fann vi att IFN-a, IFN-g,
M Friska IFN-§, IFN-u och IFN-o inte uttrycktes i

1,4x10" nagot av proverna. Detta &r inte
I forvanande med tanke pa att nagon
s tarminfektion inte misstinktes hos varken
E 1x10° de friska eller de sjuka histarna. Vi fann
2 » ddaremot ett relativt lagt men tydligt
&0 uttryck av IFN-k-mRNA i tarmvidvnaden
Z o hos de friska histarna. Alla de friska
5 histarna (n=6) uttryckte IFN-x-mRNA i
8 ax10° minst 2 av de 3 tarmproverna och
- per uttrycket tenderade att vara hogre i
. . rektumvivnaden #n i kolon och jejunum.

0- , Tre av de 6 friska histarna uttryckte ocksa

Jejunum ' Kolon " Rektum

mycket laga nivéer av IFN-e-mRNA i 1
Figur 4. Uttryck av IFN-k-mRNA i tarmvévnad fran friska héstar (n=6) och eller 2 av tarmproverna. Bade IFN-x och
Ri:;uer]r\;\ga'régidtfrfglgéstarmed kronisk tarminflammation (n=4). IFN-¢ #r relativt nyligen upptéickta

typ [ IFNer och lite ar kdnt om deras
funktion. Det har dock visats att de kan uttryckas normalt (konstitutivt) i olika vivnader
bl.a. i duodenum hos gris “". I proverna fran héstar med IBD pavisade vi uttryck av IFN-k-
mRNA i alla 4 rektumbiopsierna och IFN-e-mRNA i 3 av 4 rektumbiopsier medan
kolonprovet var negativt for uttryck av bada dessa IFNer. Uttrycket av IFN-k-mRNA
tenderade att vara ldgre i rektumbiopsier fran histar med IBD #n i rektumbiopsier fran
friska histar. IFN-x kan alltsd vara av betydelse for utvecklingen av kronisk
tarminflammation. Det krévs dock ett storre material for att kunna dra nagra sékra slutsatser
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om typ I IFNernas roll i kroniska inflammatoriska tarmsjukdomar hos hist. Detta viktiga
arbete fortsitter dirfér nu inom professor Ronny Linbergs projekt. Inom detta delprojekt
utforde Casper Wahlund, studerande vid Medicinska fakulteten, Uppsala Universitet, sitt
Bacherlor-arbete (20 p).

Delprojekt 3: Induktion av olika typ I IFNer i hdistceller — utveckling av reagens

Bakgrund

Var analys av histens typ I IFN-gener i delprojekt 1 visar att det kan finnas artskillnader
ocksa i uttrycket av olika typ I IFNer. Kan t.ex. det relativt laga antalet IFN-a-subtyper och
det hoga antalet IFN-o-subtyper betyda att hésten anvidnder IFN-w till en del
immunfunktioner dir andra djurslag anvinder olika IFN-a-subtyper? Vi kommer dérfor att
utféra ingdende studier av histens olika typ I IFN. Resultaten fran mRNA-
uttrycksexperimenten i delstudie 1 ger oss vigledning om vilka av histens typ IFNer som
uttrycks av immunceller vid “klassisk” stimulering. Dessa IFNer kommer att framstéllas
som rekombinanta protein sdsom vi tidigare gjort med hist-IFN-o" och IFN-y"?. For att
sedan kunna studera funktionen av, produktionen av och vilka celler som producerar dessa
typ I IFNer kommer vi att ta fram specifika reagens i form av monoklonala antikroppar.

Material & metoder

Arbetet inleddes med IFN-g och Dr Bettina Wagner har under projektperioden uttryckt
detta cytokin och dven tagit fram monoklonala antikroppar mot rekombinant hést-IFN-g. Vi
har testat det rekombinanta IFN-g i en viletablerad IFN-bioassay"” dir cytokinets anti-
virala aktivitet kvantifieras.

Resultat & diskussion

Med hjélp av IFN-bioassayen fann vi att detta rekombinanta hést-IFN-g inte visade nagon
biologisk aktivitet dven i1 hog koncentration. Vidare fann vi att de monoklonala
antikropparna mot detta protein hade 1ag kénslighet nér de anvindes i immunoassays sasom
ELISA. Dessa resultat var givetvis mycket nedslaende. Da vi anser att IFN-g och goda
reagens mot detta cytokin dr mycket viktigt for att studera bl.a. infektionssjukdomar hos
héstar har vi fortsatt med att uttrycka IFN-g pa nytt i ett annat system. Arbetet dr ddarmed
pagaende och kommer att fortsdtta med studier av vita blodkroppar i cellkultur vid
stimulering med rekombinant IFN-g och utvirdering av effekter pa t.ex. uttrycket av MHC
klass I och II ?. Resultat frin dessa experiment ger svar pa hur biologiskt aktivt IFN-p dr
jamfort med t.ex. IFN-a och IFN-y. Rekombinant IFN-p kommer ocksa att anvindas for att
generera specifika mAk for detektion av naturligt producerade cytokiner liksom vi gjort for
IFN-o. “?. Vi kommer sedan att anviinda dessa mAk for att med ELISA-teknik detektera
och kvantifiera IFN-p som producerats av vita blodkroppar vid stimulering med olika IFN-
inducerare i cellkultur. Vi kommer ocksa att kunna identifiera de celler som producerar
IFN-B genom att etablera ELISpot och intracelluldrfirgning. Vi planerar att fortsétta detta
arbete med andra typ I IFNer pa samma sitt. For tillfdllet finansieras detta arbete i USA
bl.a. med anslag for att utveckla den “immunologiska verktygsladan” med reagens for
djurslag av veterindrmedicinsk betydelse.

Delprojekt 4: Utviirdering av TLR 7/8- och TLR 13-stimulerare for cytokinproduktion i vita
blodkroppar frdn hdst

Bakgrund

Typ I IFNerna betraktades linge enbart som en del av den ospecifika immuniteten mot
virusinfektioner men den i dagsldget ackumulerade kunskapen visar tydligt att de dr viktiga
i forsvaret mot ett flertal infektionsémnen och dven &r inblandade i patogenesen for flera
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autoimmuna sjukdomar. Férmagan hos t.ex. IFN-a att reglera utvecklingen av specifika
immunsvar sa att de ger ett effektivt forsvar mot virus och andra intracelluldra
infektionsdmnen 4r ocksa eftertraktad inom vaccinutveckling. For att forsta typ I IFNernas
roll i héstsjukdomar och for att kunna anvinda IFN, IFN-inducerare eller IFN-inhibitorer
inom héstmedicinen behdvs mer kunskap om funktionen hos héstens olika typ I IFNer och
hur de induceras. For detta @ndamal har vi tidigare bland annat studerat induktion av
typ I IFNer och andra cytokiner vid stimulering i cellkultur med CpG-DNA, som bland
annat anses vara ett potent Thl-adjuvans. Vi fann da bade likheter och skillnader i héstens
immunsvar jimfort med andra diggdjurs t.ex. minniska och gris '* ', I resultaten frin
delprojekt 1 fann vi ocksa indikationer pa att induktion av typ I IFNer hos hist skiljer sig
fran “normen” som framfor allt baseras pa studier i mdss och minniskor. Bland annat gav
de allmint accepterade IFN-inducerarna poly U och LPS mycket ldgre respektive inget
IFN-svar. Poly U hor till en grupp IFN-inducerare som studerats mycket i mus och
ménniska och som ocksa fatt genomslag som inom humanmedicin. Enkelstringat RNA
med olika varianter av U-, GU- och AU-rika sekvenser anses binda till receptorerna TLR 7
och/eller TLR 8 i endosomer hos bl.a. pDC och dérvid stimulera till produktion av hoga
nivaer av IFN-o/f. Dessa sekvenser utvirderas darfor ofta kliniskt bla. som
vaccinadjuvans. I vidare studier av TLR 7/8 stimulering har man funnit att vissa sma
molekyler som liknar guanin nukleotider, s.k. bas-analoger” &r starka inducerare av
typ I IFN-produktion via TLR 7/8. Nagra av dessa “bas-analoger” t.ex. imiquimod (R837)
och resiquimod (R848) anvinds inom humanmedicinen bl.a. som behandling av genitala
och perianala vartor, basalcellscarcinom och aktiniska keratoser. Deras effekt antas da bero
pa deras forméaga att inducera typ I IFN och andra cytokiner. Aven inom histmedincinen
har “bas-analoger” fér humant bruk proévats som behandling!'?, t.ex. sarcoider behandlas
med imiquimod (Aldara™ ) med rapporterat gott resultat. Vi har dock tidigare funnit att
imiquimod inte inducerade typ I IFN-produktion i vita blodkroppar fran hést (opublicerade
resultat). Med tanke pa den kliniska anvidndningen av TLR 7/8-stimulerare och denna
motségelsefulla observation tillsammans med resultaten fran delstudie 1 dir poly U
inducerade mycket laga typ I IFN-svar ansag vi att det var viktigt att grundligare utreda hur
TLR 7/8-stimulerare paverkar hdstens immunceller. Vidare ville vi studera ifall den nyligen
identifierade receptorn TLR 13 som anses kinna igen RNA frén bakterier "” var aktiv i
induktionen av typ I IFN hos hist. Vi stimulerade dirfor vita blodkroppar i cellkultur med
en panel av olika TLR 7/8-stimulerare samt TLR 13-stimuleraren ORN Sal9 (Tabell 2).

Material & metoder

Till denna delstudie avvindes vita blodkroppar som isolerades fran blodprover fran klinisk
friska héstar (etiskt tillstind for djurforsok C205/11). Blod fran totalt 8 olika histar
inkluderades, 6 ston och 2 vallacker, 7-21 ar gamla. Gruppen innefattade 3 st svenska
varmblod, 2 st engelska fullblod, 1 st hollindskt varmblod (KWPN), 1 st tyskt varmblod
och 1 st Connemaraponny. De vita blodkropparna odlades i nédrvaro av en panel olika
inducerare (Tabell 2) i 24h. Direfter samlades cell-supernatanten fo6r analys av
cytokininnehall med en s k. Luminex-immunoassay som mojliggor detektion av flera olika
cytokiner samtidigt. De cytokiner som inkluderades i denna test var IFN-a, IFN-y,
interleukin-4 (IL-4), IL-10 och IL-17. For att korrigera nagot for den naturliga stora inter-
individuella variationen i nivan av cytokinproduktion uttrycktes resultaten inom individ
som proportioner av en positiv kontroll. Direfter berdknades gruppmedelvirden och
variation for varje inducerare. Som positiv kontroll for IFN-o och IFN-y anvéndes
ODN 2395 (en TLR 9-stimulerare) och for IL-4, IL-10 och IL-17 anvidndes Con A som ir
en generell stimulerare av produktion av manga cytokiner, dock inte typ I IFN (Tabell 2).
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Tabell 2. Inducerare anvénda i delprojekt 4

Inducerare Forkortning  Beskrivning och induktionsvag

Oligodeoxyribonukleotid 2395 ODN 2395 Syntetisk DNA innehallande CG-sekvens som anses inducera IFN-produktion via TLR 9
i endosomer

Concanavalin A ConA Ett vaxtlektin fran artvaxten Concanavalia ensiformis som ospecifikt stimulerar ffa T-
lymfocter till celldelning och cytokinproduktion troligen via bindning till receptorer pa
cellytan

Poly-uridin (poly U) + LyoVec poly U Enkelstrangad RNA U-sekvens som kombinerad med transfektions-medlet LyoVec,
anses inducera IFN-produktion via TLR 7/8 i endosomer

ORNO02 +LyoVec ORN02 Enkelstrangad RNA AU-sekvens som kombinerad med transfektions-medlet LyoVec,
anses inducera IFN-produktion via TLR 7/8 i endosomer

ORNO6 + LyoVec ORNO06 Enkelstrangad RNA GU-sekvens som kombinerad med transfektions-medlet LyoVec,
anses inducera IFN-produktion via TLR 7/8 i endosomer

sSRNA40 + LyoVec RNA40 Enkelstrangad RNA GU-sekvens som kombinerad med transfektions-medlet LyoVec,
anses inducera IFN-produktion via TLR 7/8 i endosomer

sSRNA41 + LyoVec RNA41 Enkelstrangad RNA GC-sekvens kombinerad med transfektions-medlet LyoVec &r
inaktiv kontroll till ssSRNA40

ssSRNA-DR + LyoVec RNADR Enkelstrangad RNA UGCA-sekvens som kombinerad med transfektions-medlet
LyoVec, anses inducera IFN-produktion via TLR 7/8 i endosomer

R848 - imidazoquinolin R848 En s.k. "bas-analog” som anses inducera IFN-produktion via TLR 7/8 i endosomer

CL307 - 8-hydroxyadenin derivat ~ CL307 En s.k. "bas-analog” som anses inducera IFN-produktion via TLR 7 i endosomer

CLO75 - thiazologuinolin CLO75 En s.k. "bas-analog” som anses inducera IFN-produktion via TLR 7/8 i endosomer (f-f.a.
via TLR 8)

Poly-thymidin (poly T) Poly (dT) Enkelstrangad syntetisk poly-T RNA som anses inaktiv i sig sjélv men kombinerad med
en "bas-analog” medfér att denna aktiverar TLR 8 i stéllet fér TLR 7

ORN Sa19 ORN Sa19 Enkelstrangad RNA sekvens ursprungligen fran ribosomalt RNA i bakterien
Staphylococcus aureus som anses aktivera TLR 13

ORN Sa19 control ORN Sa19C  Enkelstrangad RNA sekvens — inaktiv kontroll till ORN Sa19

Resultat & diskussion

Resultaten fran stimuleringen av vita blodkroppar fran héstar med olika TLR 7/8-
stimulerare visade att IFN-a producerades vid stimulering med olika U-, GU- och AU-rika
enkelstringade RNA sekvenser; poly U, ORNO02, ORN06, RNA40 och RNA-DR (Figur
5A). Poly U och RNA-DR verkade av dessa vara de starkaste IFN-a-inducerarna men
generellt var nivaerna av detta cytokin laga, i snitt maximalt ca 35% av de inducerade med
den positiva kontrollen ODN 2395. De s.k. “bas-analogerna”, R848, CL307 och CLO0O75
inducerade didremot inte nagon IFN-a-produktion alls. Produktion av IFN-y (typ II IFN)
inducerades bade av de enkelstringade RNA-inducerarna och av bas-analogerna” (Figur
5B). IFN-y-nivaerna inducerade av enkelstrangat RNA var i samma storleksordning som de
inducerade av den positiva kontrollen ODN2395 medan “bas-analogerna” tenderade att
inducera nagot ldgre nivéer av IFN-y. Produktion av IL-10 inducerades ocksa av bade de
enkelstringade RNA-inducerarna och av “’bas-analogerna” (Figur 5C) men hér tenderade
“bas-analogerna” att inducera de hogsta IL-10-nivaerna jamfort med RNA-inducerarna.
Aktivering av histens immunceller via TLR 7/8 verkar alltsa skilja sig vésentligt fran den
som observerats for mus och ménniska didr TLR 7/8 stimulering anses vara en stark signal
for typ I IFN produktion.

En ytterligare vésentlig djurslagsskillnad observerades med den enkelstringade poly-T-
sekvensen (poly dT). Denna har bl.a. i musceller rapporterats vara inaktiv 1 sig sjdlv men i
kombination med “bas-analoger” medféra att dessa aktiverar TLR 8 istiillet for TLR 7 "%,
Vid stimulering av vita blodkroppar fran hist inducerade dock poly dT i sig sjdlv bade
produktion av IFN-a och IFN-y men inte av IL-10 i nagon hogre grad (Figur 5). Vidare
paverkades inte IFN-y- eller IL-10-svaren inducerade av “bas-analogerna” namnvirt av
poly dT och ingen induktion av IFN-o med “bas-analogerna” observerades vid kombination
med poly dT trots att enbart poly dT inducerade produktion av detta cytokin.

Vara resultat visar foljaktligen att dessa TLR 7/8-stimulerare inte ger de, fran studier i
minniska och mus, forvdntade cytokinsvaren vid aktivering av héstens immunceller.
Framforallt giller detta de s.k. “bas-analogerna” som i histceller inte inducerar nagon
produktion av typ I IFN. Dédremot inducerade “bas-analogerna” produktion av IFN-y och
IL-10 i vita blodkroppar fran hist. Interferon-y &r ett typ II IFN som har viss anti-viral
effekt men som framforallt &r viktig i regleringen av immunsvar mot s.k. Thl-svar.
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Vi inkluderade dven TLR 13-stimuleraren ORN Sal9 i detta experiment. TLR 13 &r en
relativt nyupptickt receptor som anses kiinna igen RNA fran bakterier '”. Vidare uttrycks
TLR 13 i immunceller fran mus men inte i humana celler (den humana TLR 13-genen é&r
inte funktionell). Vi undersokte diarfor héstens arvsmassa med avseende pa genen for
TLR 13 och fann en gen som potentiellt var funktionell. En ytterligare indikation pa att
TLR 13-aktivering kan ske i hdstens immunceller erhélls saledes i detta experiment, da
stimulering med ORN Sa 19 resulterade i produktion av IFN-y, IL-10 samt dven laga men
tydligt detekterbara nivaer av IFN-o (Figur 5).

Sammantaget ger dessa resultat ny viktig information om histens immunsystem. Denna
kunskap dr nodvéndig for att forsta infektions- och inflammationssjukdomar hos hist och
for att korrekt anvinda, och utveckla ny, behandling och profylax for dessa sjukdomar.
Denna delstudie utférdes framforallt under hosten 2013 och resultaten dr nu under
sammanstillning for publikation i en vetenskaplig peer-review tidskrift.

SLUTSATSER & RESULTATFORMEDLING

Detta projekt har bidragit med viktig ny kunskap om histens immunsystem. Vi har funnit
bade likheter och visentliga skillnader i héstens typ I IFN system jamfort med det hos
andra didggdjur. Denna kunskap #r avgorande for forstaelsen av infektions- och
inflammationssjukdomar hos hést. Vidare har typ I IFNer stor potential for att anvindas i
terapi och profylax mot dessa sjukdomar. Resultaten fran detta projekt har och kommer att
presenteras i vetenskapliga forum och publikationer. Projektledare Eva Wattrang &r aktiv
inom undervisningen av veterinidrstudenter i immunologi och foreldser om immunologi och
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vaccination dér resultat fran detta projekt presenteras vid t.ex. Veterindrkongressen och
Likemedelsakademien och andra forum dér histnéringen &r representerad.
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