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Utdrattur

Ratvisi T-frumna til hudar er midlad af mérgum pattum. Ma par nefna sameindirnar CLA
0og CCR4 sem eru tjddar & T-frumum og stjorna fari peirra i gegnum adapekjuna og til
hadar. Vidtakinn CCR10 kemur einnig vid sogu og gerir T-frumum Kleift ad ferdast til
yfirhidar. Vitaminid D3 er myndad i yfirhd. pad er forveri virka efnisins 1,25(0OH),D3.
Synt hefur verid fram & ad angafrumur geti myndad 1,25(0OH),D3 ut fra D-vitamini i hid
og synt T-frumum. Markmid pessa verkefnis var ad athuga hvort 1,25(0OH),D3 hvetji
tjaningu CCR10 & T-frumum og studli par med ad fari peirra til hidar.

Einkjarna bl6dfrumur voru einangradar Ur blodi og reektadar i 12 daga med IL-2. A 6. degi
reektunar var 1,25(0OH),D3 beett Ut i helming reektar. Eftir 12 daga voru framkveemdar
innan- og utanfrumulitanir og synin keyrd i frumufleaedisja.

Marktek aukning sast a tjaningu CCR10 i frumum reektudum med 1,25(0OH),D3
samanborid vid vidmidunarraekt. CCR4" T-frumur syndu mesta tjaningu 8 CCR10 hja badi
CD4" og CD8" T-frumum. CCR10 tjaning for hins vegar ekki saman vid tjaningu CLA.
Hugsanleg asteeda pessa er su ad T-frumurnar voru reektadar i 12 daga eftir reesingu og
tjaning CLA geti verid lokid. Einnig var litad fyrir CD25, CD127 og al en pad eru
sameindir sem einkenna T-styrifrumur. Nidurstédur gafu til kynna ad tjaning CCR10
virdist ekki vera tengd T-styrifrumum. Til ad skapa adstedur sem likjast peim sem
myndast i bolgum fékk hluti frumuraektarinnar IL-12. Petta jok CCR10 tjaningu og hasta
tjaning & CCR10 meeldist i reektunum med IL-12 asamt 1,25(0OH),D3.

Vegna 0ljosra asteedna fengust ekki marktaekar nidurstodur Ur innanfrumuraekt.

Hér hefur verid synt fram a ad 1,25(0OH),D3 hvetur tjaningu CCR10 & T-frumum og hvetur
pannig far peirra til yfirhGdar bzr upplysingar er hegt ad nyta vid aframhaldandi
rannsoknir & ratvisi T-frumna til hudar.

Abstract

T-cell homing is mediated by many factors including CLA and CCR4 which are both
expressed on T-cells. These receptors regulate infiltration of T-cells into the skin. A
receptor called CCR10 is also involved and attracts T-cells to the epidermis. D3 vitamin is
an active precursor for 1,25(0OH),D3 and is produced in the skin. Dendritic cells are able to
produce 1,25(0H),D3 from D3 and present it to T-cells. The goal of this research was to
investigate if 1,25(0OH),D3 stimulates CCR10 expression on T-cells and therefore
encourages homing to skin.

Pheripheral blood mononuclear cells were isolated from blood and grown for 12 days with
IL-12. On the 6th day, 1,25(0OH),D3 was added to half of the culture. Intra- and
extracellular staining were performed after 12 days and samples were processed in a flow
cytometer.



Expression of CCR10 significantly increased in 1,25(OH),D3 cultures compared to
controls. CCR10 expression increased most on CCR4" T-cells. This was true for both
CD4" and CD8" T-cells. CLA" T-cells on the other hand did not show CCR10
expression despite its role in skin-infiltration. A possible reason for that is how long the
cells were cultured after activation and CLA expression might be over by the time the
cells were stained. CD25, CD127 and a are specific markers for regulatory T-cells and
were also studied in relations to CCR10 expression. The results indicated that CCR10
expressin is not related to regulatory T-cells. Part of the culture was incubated with IL-
12 to mimic inflammationary environment. This increased CCR10 expression and the
highest expression was seen on cultures incubated with I1L-12 and 1,25(OH),D3.
Intracellular staining showed no significant results for unknown reasons.

It has been revealed that 1,25(OH),D3 stimulates CCR10 expression on T-cells and thus
encourages skin homing. These informations can be exploited for further research in
this area.
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1 Inngangur

1.1 Onzemiskerfid

Onamiskerfid kallast sa hluti likamans er veitir vorn gegn syklum og vidheldur innra
jafnveegi i likamanum. bad skiptist i 6sérhaefdar varnir (e. innate) og sérheefoar varnir (e.
adaptive). begar sykill berst inn i likamann fara 6sérhaefdu varnirnar fyrst af stad. Atfrumur
a bord vio storatfrumur og neutréfilar gegna starfsemi kerfisins. Sérhaefdar varnir préast
allan liftima hvers einstaklings og veitir lifstidarvorn gegn peim syklum sem ad raesa peer.
Ef 6sérhaefdar varnir geta ekki yfirbugad sykil er sérhaefda varnarkerfid raest. Medal peirra
frumna sem midla starfsemi seérhafda varnarkerfisins eru eitilfrumur.

Til eru tveir flokkar af eitilfrumum, pad eru B- og T-frumur. Paer veita sérteekar varnir
gegn syklum. B-eitilfrumur verda ad plasmafrumum vid raesingu og mynda motefni. T-
eitilfrumur sérhaefast vid raesingu i ymsar gerdir T-verkfrumna (Murphy et al., 2008).

1.2 T-frumur

1.2.1 Myndun og proskun T-frumna

T-frumur eru komnar frd blédmyndandi stofnfrumum (hematopoietic stem cells) i
beinmerg en padan ferdast peer til hdstarkirtils par sem paer proskast (Yang et al., 2010).
Vid komu i hostarkirtil eru frumurnar tvineikveedar og tja hvorki sameindirnar CD4 né
CD8 (CD4'CD8). I eitilberki hefst tjaning & CD4 og CD8 og frumurnar eru tvijakveedar
(CD4"CD8"). begar komid er i eitilmerginn hetta frumurnar tjaningu & annarri hvorri
sameindinni, CD4 eda CD8 og verda einjakvaedar. Ur hostakirtli koma par af leidandi
oreyndar (e. naive) einjakveedar T-frumur. bar eru annad hvort med yfirbordsproteinid
CD4 eda CD8 og kallast pa CD4" eda CD8" T-frumur.

CD4" T-frumur eru einnig kalladar T-hjalparfrumur. beer 6rva adrar T-frumur og atfrumur
og hvetja motefnamyndun hja B-frumum.

CD8" T-frumur eru einnig nefndar T-drapsfrumur. ber drepa veirusyktar frumur og
krabbameinsfrumur (Murphy et al., 2008).

1.2.2 Raesing T-frumna

Til ad reesa T-frumur parf motefnavaki (e. antigen) ad vera unnin og syndur & frumum sem
kallast synifrumur (e. antigen presenting cells). Prjar gerdir synifrumna pekkjast. bad eru
angafrumur, storatfrumur og Oreestar B-frumur. pessar frumur hafa sameindir & yfirbordi
sinu sem kallast Major Histocompatibility Complex eda MHC. MHC sameindir binda og
syna T-frumum peptid 6nemisvaka. Ef ad T-frumuvidtakar (e. T-cell receptors) pekkja og
bindast MHC sameindinni og peptidinu sem hin synir rasist T-fruman. Adurnefndar
sameindir CD4 og CD8 eru hjalparvidtakar.
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Hjalparvidtakar bindast 6drum hlutum MHC sameindarinnar og laekka raesiproskuld T-
frumna (Murphy et al., 2008). MHC sameindirnar flokkast i tvennt; MHC af flokki |
orva T-drapsfrumur en MHC af flokki 1l 6rva T-hjalparfrumur (Banchereau og
Steinman, 1998). CD4 og CD8 eru pa nefndir hjalparvidtakar par sem CD4 pekkir MHC
I1 og CD8 pekkir MHC 1. Til ad raesast purfa T-frumur einnig ad fa annad merki (merki
2) frd somu synifrumu. Merkid er gefid i gegnum hjalparsameindir & synifrumu sem
kallast B7 sameindir. per eru annad hvort B7.1 (CD80) eda B7.2 (CD86). B7
hjalparsameindir binda vidtakann CD28 & 6reyndum (naive) T-frumum og midla merki
2 (Murphy et al., 2008).

T-cell activation requires both antigen and co-stimulatory signals

Both antigen and

No antigen No co-stimulation co-stimulation

APC @ foreign antibody

T-cell MHC CD4
receptor class Il Lg grD ggas
T-cell

receptor

' Naive T cell " Naive T cell

' Naive T cell

b N Yt' i
. . . 0 activation
No antigenic peptide T call bacomes T-cell activation

No response ;
unresponsive

Figure 2-17 Immunobiology, 6/e. (© Garland Science 2005)

Mynd 1. Raesing T-frumna
(Murphy et al., 2008).

Oreyndar T-frumur eru & sifelldri hringras Gr blodi i eitilvefi par sem par skoda
moétefnavaka a synifrumum. Ef peer komast i teeri vido motefnavaka sem paer pekkja
reesast peer. Vid raesingu fer fruman i klonvoxt (e. clonal expansion) par sem han fjolgar
sér hratt i nokkra daga og sérhefist. Pa myndast fjéldi T-verkfrumna (e. effector T-
cells) sem ad eru sérhaefoar gegn moétefnavakanum. beer ferdast ar eitilvef i blédras og a
syktan stad par sem per taka patt i ad yfirbuga sykingu. Vid raesingu sérhafast T-
verkfrumur i T-drapsfrumur (CD8"), T-hjalparfrumur (CD4") eda T-styrifrumur (CD4").
T-hjalparfrumur skiptast enn frekar i Thl, Th2 og Thl7 (Murphy et al., 2008). Thl
frumur raesa stératfrumur og framleida IL-12 sem hvetur Thl sérheaefingu (Hsieh et al.,

1993).

T-styrifrumur gegna mikilvegu hlutverki vid ad bala fjolgun og bodefnaframleidslu
annarra T-verkfrumna. Ymsir eiginleikar einkenna reaestar T-styrifrumur. Mé par nefna
tjaningu 4 a-kedju I1L-2 vidtakans, CD25 (IL-2Ra) (Simonetta et al., 2010). IL-2 keyrir
T-frumurnar afram i skiptingu og veldur fjélgun & T-verkfrumum. Hjalparvidtakinn
CD28 & T-frumur eykur einnig IL-2 tjaningu (Murphy et al., 2008). Tjaning & CD4 og
CD25 hefur 16ngum verid notud til ad adgreina T-styrifrumur fra 6drum T-frumum.
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CD4'CD25" tjaning er hins vegar ekki sértaek fyrir T-styrifrumur og er pvi porf 4 ad nota
adra peetti til adgreiningar.

Umritunarpéattur Foxp3 (forkhead box P3) er einnig sértekt tjadur af T-styrifrumum og
stjornar proskun og starfsemi peirra. Foxp3 er mikid tjadur i eitilvef, sérstaklega 4 CD4" T-
frumur og er tjaningin nastum o6greinanleg i CD8" T-frumum og B-frumum. (Brunkow et
al., 2001). Foxp3 virdist einnig vera naudsynlegur fyrir proskun CD4°CD25" T-
styrifrumna i héstakirtli (Fontenot et al., 2003; Floess et al., 2007; Khattri et al., 2003) en
CD4'CD25™ T-frumur virdast ekki tja Foxp3. Einnig hefur verid leitt i 1jos ad Foxp3™ mys
skortir T-styrifrumur sem undirstrikar enn frekar mikilvaegi pess i proskun peirra (Fontenot
et al., 2003).

Auk pessara péatta greinir tjaning & CD127 T-styrifrumur fra 6drum T-frumum. CD127 er
a-kedja IL-7 vidtakans en IL-7 er naudsynlegt fyrir T-frumur.

Seddiki et al. settu fram og profudu tilgatu pess efnis ad IL-7 tjaning veeri ekki naudsynleg
T-styrifrumum. beir syndu fram & ad Foxp3" stofnar i eitlum og blodi veeru med laga
CD127 tjaningu (Seddiki et al., 2006). betta var stadfest af fleiri rannsoknum sem syndu
fram a ad T-styrifrumur einkennast af lagri CD127 tjaningu samanborid vid adrar T-frumur
(Cozzo et al., 2003; Liu et al., 2006a). CD127 tjaning virdist einnig vera sérteekari a T-
styrifrumum en CD25 (Liu et al., 2006a). Hins vegar virdist tjaning CD127 vera breytileg
eftir reesingu og stadsetningu T-styrifrumna. Resing T-styrifrumna veldur aukinni tjaningu
a4 CD127 auk pess sem ha tjaning er rikjandi & raestum T-styrifrumum i hid en greinist vart
i pormum (Simonetta et al., 2010).

1.3 Ratvisi T-frumna til hadar

Vid raesingu 6dlast T-frumur ymsa eiginleika sem gerir peim kleift ad ferdast inn i adra
vefi en eitilvefi. Fjolmargir vidtakar og bindlar koma vid sdgu og valda sértekni fyrir
mismunandi vefjum (Mora og von Andrian, 2006). T-frumur hafa tilhneigingu til ad
ferdast til vefja sem ad eru skyldir peim vefjum sem frumurnar voru raestar i. Angafrumur
sem ad reesast i hud ferdast til narliggjandi eitla og raesa T-frumur. Vid reesingu tja T-
frumurnar sameindir og vidtaka sem ad gera peim Kkleift ad ferdast til hudarinnar
(Sigmundsdottir, 2010).

Ysta lag hadarinnar kallast yfirhid (e. epidermis). bad er myndad af hyrnisfrumum (e.
keratinocytes) sem framleida keratin og verja yfirbord hidarinnar gegn areiti. Innri hluti
hadar er &darikt lag sem heitir ledurhid (e. dermis). Til ad komast & sykingarstad i htd
fara eitilfrumur Ur blddras i ledurh(d og ferdast padan til yfirhidar. Fyrst mynda T-frumur
lausa tengingu vid &dapekjuna. bessu er midlad af CLA (cutaneous lymphocyte-associated
antigen) a T-frumum sem binst E-selectin & adapekjunni. Bindingin veldur pvi ad T-
frumurnar loda vid @dapekjuna og renna eftir henni. Frumur adapekjunnar mynda
flakkbod (e. chemokine) og paer T-frumur sem tja tilsvarandi vidtaka festast enn frekar vid
&dapekjuna og breyta um logun. CCR4 vidtakinn a T-frumum binst flakkbodinu CCL17
(Sigmundsdattir, 2010). CCR4 tekur ekki adeins patt i ferd T-frumna til hidar. CCR4™ T-
frumur finnast einnig i héstakirtli og lungum og CCR4 tjaning er par af leidandi ekKi
sérteek fyrir T-frumur & leid til huoar (Perros et al., 2009).
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Adrar sameindir koma vid soégu og eru ekki sértekar fyrir far T-frumna til hddar. Ma
par nefna LFA-1 (lymphocyte function-associated antigen-1) & T-frumum sem binst
ICAM-1 (intracellular adhesion molecule) og VLA-4 (very late antigen) sem binst
VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule) & &dapekjunni (mynd 2) (Sigmundsdottir,
2010).

pegar komid er i ledurhd gefa 6nnur flakkbod frekari upplysingar um far. par & medal
er CCL22 sem er myndadur af mdrgum frumugerdum i hadinni og bindur CCR4
(Sigmundsdottir, 2010). CCL27 (CTACK) er flakkbod sem er tjad af hyrnisfrumum
(keratinocytes) i yfirh(d. bad binst vidtakanum CCR10 & T-frumum og dregur peer ar
ledurhao i yfirhid (Sigmundsdéttir, 2010; Huang et al., 2008; Homey et al., 2000).
CCR10 tekur einnig patt i feerslu T-minnisfrumna ar bl6di og til ledurhGdar (dermis), en
er ekki naudsynlegur par sem CCR4 getur einnig gegnt sama hlutverki (Reiss et al.,
2001). Soler et al fundu &rid 2003 ad 30% CLA'CCR4" Th frumna tjadu CCR10 Einnig
fannst ad CCR10 var ekki tjad & 6reyndum Th frumum. CCR4 er tjad af flestum CLA+
Th frumum i bl6di en CCR10 er tjad adeins af litlum hluta frumna (Soler et al., 2003).

Visbendingar eru um ad auk uppruna angafrumnanna séu adrir pattir naudsynlegir fyrir
tjaningu pessara sameinda & T-frumum. par ma nefna bodefnid IL-12 sem ad eykur
tjaningu CLA & T-frumum (Leung et al., 1995). IL-1p og TNF-a hvetja tjaningu CCL27
af hyrnisfrumum og CCR10. Einnig hefur fundist ad CCL27 ladar CLA+ T-
minnisfrumur til hudar (Morales et al., 1999).

Skin
i i CCR10+
Epidermis ) * * 5
] O,
.. CCL27.°_ o\o ol 1© %5 o
ke %O
(o) o A Draining
o o o © lymph node
* o ° © s )
cc2 . @ O*O
® (o) ®
®eccL17 e e
T 77Oclasccrer  Octar Y
Blood venule <= O¢cra-cLA- O O
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Mynd 2. Ratvisi T-frumna til hadar er had samspili ymsra sameinda og flakkboda
(Sigmundsdottir, 2010)



1.4 D-vitamin

I solarljosi (UVB geisla) er vitaminid D3 myndad i yfirhad ut fra forvera sinum 7-
dehydrocholesterol. D3 er ovirkt en pvi er umbreytt i 1,25(0OH),D3 sem er virkt efni
(Prosser og Jones, 2004). Umbreytingarferlid er hvatad af ensimum. Fyrst er vitaminid D3
flutt ar hao til lifur par sem CYP27A1 eda CYP2R1 hvata umbreytingu i 25(OH)D3 og
sidan i nyrum par sem CYP27B1 hvatar umbreytingu i 1,25(0OH),D3 (Prosser og Jones,
2004). Einnig hefur fundist ad hyrnisfrumur (Lehmann, 2008), stératfrumur (Liu et al.,
2006b) og angafrumur (Sigmundsdottir et al., 2007) geti framkallad pessa umbreytingu.
Angafrumur tja CYP27A1 og CYP27B1 og geta pvi einar og sér umbreytt D3 vitamini i
virkt form og synt T-frumum (Liu et al., 2006b). betta pydir ad haegt er ad umbreyta D3
vitamini i virkt form & sama stad og pad var myndad, i huadinni (Sigmundsdottir og
Butcher, 2008). par af leidandi er vert ad athuga hvort 1,25(0OH),D3 hafi ahrif & tjaningu
pbeirra sameinda sem agd stjorna stadferingu T-frumna til htdar.

Mynd 3. Byggingarformula 1,25(0OH),D3
Mynd adlogud ar (Finch et al., 1999).

1.5 Markmid rannséknar

Synt hefur verid fram a ad angafrumur geti myndad virka efnid 1,25(0OH),D3 dat fra D-
vitamini i htd og synt T-frumum (Liu et al., 2006b) og ad vidtakinn CCR10 finnst a T-
frumum og tekur patt i feerslu peirra til hidar (Sigmundsdéttir, 2010). betta gefur tilefni til
ad athuga hvort 1,25(0OH),D3 hvetji tjaningu CCR10 & T-frumum og studli par med ad fari
peirra til hadar. Fyrri rannsdknir hafa synt fram & ad 1,25(0OH),D3 6rvi myndun & T
styrifrumum (Gregori et al., 2001). Tilgatan var pvi su ad CCR10, sem er tjadur vegna
ahrifa fra 1,25(0H),D3, beri einkenni T- styrifrumna.



2 Efni og adferoir

Tilraun var framkvaemd i fjogur skipti.

2.1 Einangrun PBMC ur blodi

BI6dsyni var tekid ar heilbrigdum einstakling. BI6did var pynnt til helminga med PBS
an Ca’* og Mg®* (Gibco®). 13 mL Ficoll (histopaque®-1077) var sett { 50 mL gl8s og
22-25 mL af blédi l1atid renna varlega ofan a ficoll. Glosin voru sett i skilvindu og
spunnid i 30 mindtur vid 1100 rpm (mynd 4). Einkjarna frumulag var varlega sogad
med einnota pasteur pipettu og sett i 15 mL glés. PBS &n Ca®* og Mg?* var bett i glosin
par til pau voru full. Frumur voru spunnar i 10 minatur vid 1100 rpm. Floti var hellt af
og botnfdllin leyst upp i @ti (RPMI 1640 (Sigma®) + 10% FBS). Botnféllin voru
varlega losud med pasteur pipettu og sameinud i eitt 50 mL glas. Frumur voru spunnar i
10 minatur vid 1100 rpm. Floti var hellt af og frumurnar leystar upp i 5 mL PBS + 10%
FBS. 50 pL voru teknir at og taldir (sbr. lysing a talningu). Frumurnar voru spunnar i 10
minutur vid 1100 rpm. Floti var hellt af og frumur leystar upp i PBS + 10% FBS. Pad
magn PBS+10% FBS sem leyst var i var akvardad eftir talningu og er pad magn sem
parf til pess ad 1,0 x 10° frumur/mL séu i lausninni.
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Figuwe A-24 Immuncbiology, Ted. (O Garland Senoe 2008]

Mynd 4. Einangrun einkjarna blédfrumna ar blogdi
Mynd adlégoud ur (Murphy et al., 2008).



2.1.1 Talning

50 pL syni var blandad til helminga vid Trypan blue lit (0,4% w/v, Stemcell technologies
inc.) til talningar. Einkjarna frumur voru taldar & Neubauer gleri i sméasja. 16 reitir &
tveimur hornum glersins voru notadir til talningar. Fjoldi frumna var fenginn med
eftirfarandi jofnu:

Frumufjoldi = 10* X X taldra frumna X pynning i lit X mL af frumum
Dami:
Frumufjoldi = 10* X 685 frumur x 2 X 5mL = 6850 x 10* = 68,5 x 10° frumur

par sem 685 frumur voru taldar, pynnt er til helminga og syni var tekid til talningar ur 5
mL af frumulausn.

68,5 x 10° frumur voru leystar upp i 6,85 mL af RPMI 1640 + 10% FBS &ti og botnfalli
blandad med pasteur pipettu og voru pa 10 x 106 frumur/mL. 100 pL af frumuraekt var
sidan sett i brunn asamt 900 pL af RPMI 1640 + 10% FBS &ti til ad fa 1,0 x 10°
frumur/mL i hverja holu.

2.2 Frumuraekt

Frumur voru reektadar i 24 holu bakka. Bakkar voru geymdir i myrkvudum hitaskap vid
37°C og adeins teknir ut pegar unnid var med frumureaektina i eftirfarandi tilfellum;

Dagur 0: Holur hudadar og frumuraekt sett af stad.

Holur voru hidadar med 1,5 pL af anti-human CD3 (UCHT1) og anti-human CD28
(CD28.2) blandad i 1,5 mL PBS. 300 uL af bléndunni voru sett i hverja holu. Bakkinn var
latinn standa i 37°C i 2 klst &dur en hadun var fjarleegd. Hudun var fjarleegd med pipettu og
1mL af 1,0 x 10° frumur/mL blandad i &ti (RPMI 1640 + 10% FBS) latin i hverja holu.
Petta var gert vid 8 holur & bakkanum

Dagur 2: Frumurakt feerd nidur um holu og nyju ati asamt IL-2 baett i.

/Eti og IL-2 var blandad i 15 mL glas. Lokastyrkur fyrir IL-2 var 4 pg per hvern mL af &ti.
Frumuraekt var blandad vel med pipettu og sidan ferd 6ll nidur um eina holu & bakkanum.
Petta var gert fyrir allar holurnar. 1 mL af IL-2 og atisbléndunni var bett i hverja holu og
blandad med pipettu.

Dagur 4: Frumurakt feerd nidur um holu, nyju ati &samt 1L-2 og IL-12 beett i.

AEti og IL-2 var blandad i tvo 15 mL glos. Lokastyrkur fyrir IL-2 var 4 pg/mL af ati. |
annad 15 mL glasid var baett vid IL-12 med lokastyrk 5 pg/mL.

Frumurakt var blandad vel med pipettu og sidan 950 pL ferdir nidur um eina holu a
bakkanum. Petta var gert fyrir allar holurnar. IL-2 blandad i &ti var sett i helming holna, 1
mL i hverja holu. 1 mL af IL-2, IL-12 og ti var settur i hinn helming holanna.



Dagur 6: Helmingur frumureektar feerdur & nyjan bakka ,nyju eti asamt IL-2 og IL-12
beett i bakka 1. IL-2, IL-12 og D-vitamini beett i bakka 2.

IL-2 (4 pg/mL) og &ti var blandad i tvd 15 mL glés. 1L-2 (4 pg/mL), IL-12 (5 pg/mL)
asamt eti var einnig blandad i tvd 15 mL glos. Frumureekt var blondud med pipettu og
950 pL dr hverri holu ferdir & nyjan 24 holu bakka (bakki 2). 1 mL af IL-2 i a&ti var
blandad i tilsvarandi holur & bakka 1. Sama var gert med bléndu IL-2, IL-12 og &ti. D-
vitamini (1,25(0OH),D3) var blandad i hin tvd 15 mL gldsin i lokastyrknum 10 nM. 1
mL af eti, IL-2 og D-vitamini var blandad i tilsvarandi holur (an IL-12) i bakka 2. 1 mL
af eti, IL-2, IL-12 og D-vitamini var einnig blandad i tilsvarandi holur (med IL-12) i
bakka 2.

Bakki 1 Bakki z
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AELi+IL-12 C-vitamin D-vitamin+IL-12

Mynd 5. Frumurakt a 6. degi reektunar.

A degi 0 er frumurakt komid fyrir i graum holum & bakka 1. bPer eru sidan faerdar nidur
i holurnar fyrir nedan (degi 2) og helmingur hverrar holu er sidan ferdur til hlidar
(degi 4). A degi 6 er helmingur frumuraektar feerdur & bakka 2 og D-vitamini batt i.

Dagur 8: Helmingur frumuraektar fjarleegdur, nyju eti asamt IL-2 beett i.

Frumur voru blandadar vel og 950 pL ur hverri holu (a bakka 1 og 2) fjarleegdir og hent.
IL-2 er blandad i &ti med lokastyrk 4 pg/mL. 1 mL af bléndunni var beett i hverja holu a
badum bokkum og blandad vel med pipettu.

Dagur 10: Helmingur frumuraktar fjarlegdur, nyju eti 4samt I1L-2 beett i

Frumur voru blandadar vel og 900 pL ur hverri holu (a bakka 1 og 2) fjarleegdir og hent.
IL-2 var blandad i ati med lokastyrk 4 pg/mL. 1 mL af bléndunni var bett i hverja holu
4 badum bokkum og blandad vel med pipettu.

Dagur 12: Utan- og innanfrumulitun framkveemd
Sja bls. 9-10.

Fravik.
Tilraunin var framkvemd i fjogur skipti. Fyrsta framkveemd for fram & fyrirgreindan
hatt ad fraskildri medferd frumna med IL-12.



2.3 Utanfrumulitun

Utanfrumulitun var framkveemd & 12.-14. degi raektunar.

Allar holur i hverri rekt (eeti+IL-2, D-vitamin+IL-2, &ti+IL-2+IL-12 og D-vitamin+IL-
2+IL-12) voru sameinadar i fjogur 50 mL glos. Glosin voru spunnin i 10 minatur vid 1300
rpm. Botnfollin voru leyst upp i 1 mL PBS fyrir utan eti sem var leyst upp i 1,5 mL PBS.
Blandad vel med pipettu.

100 pL af hverri reekt var sett i tilsvarandi FACS glos. Ztislausn var notud i stillingarglos.
Litad var med 1 pL af motefnum samkvemt toflu 1. 2 pL voru notadir fyrir
PerCP/Cy5.5:CCRA4.

Fjogur tilraunaglos voru undirbuin fyrir hverja reekt og litud med eftirfarandi métefnum;
e Alexa Fluor® 647 anti-human CD49a (al), TS2/7, BioLegend

Alexa Fluor® 647 Mouse anti-human CD127, HIL-7R-M21, BD Biosciences

Alexa Fluor® 647 Mouse IgG1, k Isotype Ctrl (FC), MOPC-21, BioLegend

APC/Cy7 anti-human CD8a, RPA-T8, BioLegend

FITC anti-human CD25, BC96, BioLegend

FITC Rat anti-human Cutancous Lymphocyte Antigen (CLA), Rat IgM, x, BD
Biosciences

Pacific Blue™ anti-human CD4, RPA-T4, BioLegend

PerCP/Cy5.5 anti-human CD194 (CCR4), TG6/CCR4, BiolLegend
PerCP/Cy5.5 Mouse 1gG2b, k Isotype Ctrl, MPC-11, BioLegend
Phycoerythrin (PE) anti-human CCR4, 205410, R&D systems
Phycoerythrin (PE) anti-human CCR10, 314305, R&D systems
Phycoerythrin (PE) Rat IgG2a « Isotype Control, R35-95, BD Biosciences

Tafla 1: Samsetning fliormerktra métefna i FACS- glésum i utanfrumulitun.

Litir Glas 1 Glas 2 Glas 3 Glas 4 Stillingarglos
FITC CLA CLA CD25 CD25 CLA

PE CCR10 rigG2a CCR10 CCR10 CCR4
APC/AF647 al mlgG1 CD127 migG1l al
PerCP/Cy5.5 CCR4 CCR4 CCR4 mlgG2b CCR4
Pacific Blue CD4 CD4 CD4 CD4 CD4
APC/Cy7 CD8 CD8 CD8 CD8 CD8

Syni voru geymd i isskap i 30 minatur. 1 mL af PBS var bett i hvert glas. Spunnid var i 6
minutur vid 1300 rpm og botnfalli hellt af. 0,5 mL af pynntri Fix lausn (1/10 fixation
buffer, Biolegend, & méti PBS) var bett ati tilraunaglosin fyrir utanfrumulitun og
stillingarglés. Pau voru sidan keyrd i frumuflaedisja.



2.4 Innanfrumulitun

Syni fyrir innanfrumulitun voru undirbuin & sama héatt og gert var i utanfrumulitun.
Prja tilraunaglés voru undirbuin fyrir hverja raekt og litud med eftirfarandi métefnum;

Alexa Fluor® 647 Mouse anti-human CD127, HIL-7R-M21, BD Biosciences
Alexa Fluor® 647 Mouse anti-human FOXP3, 259D/C7, BD Bioscences
Alexa Fluor® 647 Mouse IgG1, k Isotype Ctrl (FC), MOPC-21, BioLegend
APC/Cy7 anti-human CD8a, RPA-T8, BioLegend

FITC anti-human CD25, BC96, BioLegend

Pacific Blue™ anti-human CD4, RPA-T4, BioLegend

Pacific Blue™ anti-human FOXP3, 206D, BioLegend

PE/Cy7 anti-human CD4, RPA-T4, BioLegend

Phycoerythrin (PE) anti-human CCR10, 314305, R&D systems

Tafla 2. Samsetning fliormerktra maétefna i FACS- gldsum i innanfrumulitun.

Litir Glas 1 Glas 2 Glas 3
FITC CD25 CD25 CD25
PE CCR10 CCR10 CCR10
APC/AF647 CD127 mlgG1 Foxp3
Pacific Blue Foxp3 Foxp3 CD4
PE/Cy7 CD4 CD4

APC/Cy7 CDs8 CD8

[ stad pess ad leysa synin upp i 0,5 mL af Fix lausn i lokin, var 0,5 mL af
Cytofix/cytoperm (fixation and permeabilization solution, BD Biosciences) batt Gt i og
synin geymd i 20 mindtur i myrkvi. Synin voru par naest spunnin i 6 minatur vid 1300
rpm og flot tekid med pipettu. 1 mL af pynntum Perm buffer (Permeabilization wash
buffer, BioLegend), 1/10 & moti dH,0, var bett i hvert meliglas og spunnid sem fyrr.
Botnfall var sidan leyst upp i 100 uL af sama Perm buffer. 5 uL af FoxP3 og migG1 var
beett i videigandi glos. Meliglosin voru sidan 61l geymd i myrkri i 30 minatur. 1 mL af
Perm buffernum var sidan batt i, spunnid sem fyrr og hellt af. Botnfallid var leyst upp i
300 pL af Perm buffer og keyrd i frumufledisja.

-10 -



2.5 Keyrsla syna i frumuflaedisja og
gagnavinnsla

Syni undirblin med innan- eda utanfrumulitun voru keyrd i gegnum MACS Quant
fledifrumusja (Miltenyi Biotec). Teekid telur og flokkar frumur eftir mismunandi
eiginleikum. | pessari rannsékn voru frumur flokkadar eftir tjaningu innanfrumu- og
yfirbordssameinda. Med adferoum Iyst i kafla 2.3, utanfrumulitun, og 2.4.,
innanfrumulitun, voru &kvednar sameindir T-frumna merktar med fliormerktum
motefnum. Synin voru keyrd i gegnum MACS Quant taeki par sem leysigeyslum er beint
ad frumunum og endurkast flGorljomunar greind. petta gefur upplysingar um hvada frumur
tjd merkta vidtaka. Eftir keyrslu syna i gegnum MACS Quant voru gognin ferd yfir &
tolvuteekt form og tjaning sameinda greind med hjalp gagnaforritsins FlowJo.
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3 Nidurstoour
3.1 Heildartjaning CCR10

Heildartjaning & vidtakanum CCR10 var reiknud i prosentum fyrir T-frumur reektadar
med og an 1,25(0H),D3 (mynd 6). Samanburdurinn synir markteeka aukningu & CCR10
tjaningu hja peim T-frumum sem fengu 1,25(0OH),D3 & sjotta degi reektunar. Ad
medaltali syndu 5,18% T-frumna, reektadar med 1,25(0OH),D3, tjaningu & CCR10
vidtakanum. Aftur & moéti syndu ad medaltali 0,17% T-frumna Ur vidmidunarraekt
tjaningu & CCR10.

 /Eti
= 1,25(0H)2D3

o = N w » vl (o))
1

CCR10+ Tjaning (%)

CCR10+

Mynd 6. Heildartjaning CCR10 & T-frumum raektadar med og an 1,25(0OH),D3.
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3.2 Tjaning CCR10 &4 CD4"/CD8" T-frumum

Myndir 7 og 8 syna CCR10 tjaningu hja CD4" eda CD8" T-frumum sem raektadar voru
med og an 1,25(0OH),D3. CCR10 tjaning er gefin sem prdsenta af T-frumum sem syndu
tjaningu & CCR10 éasamt CD25/CLA/CCR4/al eda CD127. Marktekur munur sést a
tjaningu CCR10 i naerveru 1,25(0H),D3 hja 6llum flokkum nema CLA" T-frumum par
sem tjaning CCR10 er meiri hja vidmidunarraekt. Mesta tjaning & CCR10 sast hja CCR4"
T-frumum. 5,16% CCR4'CD4" T-frumna tjadu CCR10 (mynd 7) og 2,27% CCR4'CD8"
T-frumna (mynd 8). Um 1% CD25" frumna tjadu einnig CCR10 hja CD4" og CD8" T-
frumum. Tjaning CCR10 hja al™ T-frumum var lika svipud fyrir CD4" og CD8" hdpanna,
eda um 1,5%. Tjaning CCR10 hja CD127°CD8" T-frumum er litil eda 0,1% samanborid
vid 1,5% hja CD127°CD4".
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Mynd 7. Tjaning CCR10 (%) asamt CD25'/CLA’/CCR4'/al” og CD127" hja CD4"
T-frumum reektadar med og an 1,25(0OH),Da3.
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Mynd 8. Tjaning CCR10 (%) asamt CD25"/CLA*/CCR4"/a1* og CD127"4 CD8" T-
frumum raektadar med og an 1,25(0OH),D3.
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Myndir 9 og 10 syna hve morg prosent T-frumna syndu CCR10 tjaningu &n pess ad tja
CD25/CLA/CCR4/al1 eda CDI127. Marktekur munur sést & tjaningu CCR10 hja
1,25(0H),D3 raekt og vidmidunarhép hja 6llum hépum nema CCR4'CD4" T-frumum.
Hins vegar syndu CCR4'CD8" T-frumur aukna tjaningu & CCR10 med 1,25(0H),D3,
eda 6,81%. CCR10 tjaning var meiri hja ollum flokkum fyrir CD8" T-frumur. bar for
CCR10 tjaning aldrei yfir 3% hja vidomidunarhépum en var a bilinu 6,3% (a1 og upp i
8,5% (CLA"). Tjaning & CCR10 var einnig hest fyrir CLA™ af CD4" T-frumum eda
5,3%.
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Mynd 9.Tjaning CCR10 4 CD25/CLA/CCR4/al” og CD127 4 CD4" T-frumum
reektadar med og an 1,25(0OH),Ds3.
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Mynd 10. Tjaning CCR10 & CD25/CLA/CCR4 /a1 og CD127 4 CD8" T-frumum
reektadar med og an 1,25(0OH),Da3.



3.3 Tjaning CCR10 med IL-12

Myndir 11-14 syna CCR10 tjaningu hja T-frumum reektadar med IL-12. Tjaning CCR10 er
ha hja CD127°CD4" T-frumum, 12,3% (mynd 11) en adeins 2,6% hja CD127°CD8" T-
frumum (mynd 12). Tjaning CCR10 hja CCR4" T-frumum er 7% hja CD4" og 5,2% hja
CD8" T-frumum. Enginn munur sést & CCR10 tjaningu milli vidmidunarstofns og
1,25(0H)2D3 hja CLA"CD4" T-frumum en markteekur munur sést & CD8" T-frumum.
CD8" T-frumur eru med hastu CCR10 tjaningu 4 al® (10,5%) og CD25" T-frumum
(8,9%).
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Mynd 11. Tjaning CCR10 4samt CD25"/CLA*/CCR4"/a1* og CD127" 4 CD4" T-
frumum reektadar med IL-12 og med/an 1,25(OH),D3.
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Mynd 12. Tjaning CCR10 dsamt CD25"/CLA"/CCR4"/a1* og CD127" 4CD8" T-
frumum raektadar med IL-12 og med/an 1,25(OH),D3.
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Myndir 13 og 14 syna hve mérg prdsent T-frumna syndu CCR10 tjaningu &n pess ad tja
CD25/CLA/CCR4/al eda CD127. Marktek aukning & CCR10 tjaningu sast hja ollum
1,25(0H),D3 hépum. CD4" T-frumur syndu heaestu CCR10 tjaningu (9,3%) & CLA™ T-
frumum. CD4" T-frumur syndu einnig hda CCR10 tjaningu & CD25701" og CD127
(6,4-7,6%) en 2,5% CCR4'CD4" T-frumna tjadu CCR10 (mynd 13). CD8" T-frumur
syndu haa tjaningu 4 CCR10 hja 61lum hopum, 12,9% & al” uppi 29,7% & CD25'.
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Mynd 13. Tjaning CCR10 & CD25/CLA/CCR4 /a1 og CD127 4 CD4" T-frumum
reektadar med IL-12 og med/an 1,25(0OH),D3.
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Mynd 14. Tjaning CCR10 & CD25/CLA/CCR4 /a1 og CD127 4 CD8" T-frumum
reektadar med IL-12 og med/an 1,25(0OH),D3.
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3.4 FlowJo myndvinnsla

Gagnaforritid FlowJo var notad vid Urvinnslu gagna og til ad reikna nidurstédur. Myndir
15 og 16 eru demi um hvernig petta var gert. Mynd 15 synir tjaningu CCR10 & moti CCR4
i stofni sem fékk 1,25(0OH),D3. X-as synir CCR4 tjaningu & frumum og y-as synir CCR10
tjaningu. Krossinn er dreginn Ut fra vidmidunarsyni par sem engin binding atti ad eiga sér
stad. Eftir pvi sem punktarnir dragast lengra eftir x-4snum, peim mun sterkari tjaning er a
CCRA4. pad sama gildir fyrir CCR10. Punktarnir sem falla haegra megin ad ofan flokkast
sem tvijakvedir og tja pa baedi CCR10 og CCR4. 10,8% frumna voru CCR4 CCR10" og
2,23% frumna voru CCR4"'CCR10". Mynd 16 er sambarileg en synir CLA tjaningu &
méti CCR4 i 1,25(0H),D3 raekt. 1,88% frumna voru CCR4CLA" og 1,10% voru
CCR4'CLA".
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Mynd 15. CCR10 & méti CCR4 i Mynd 16. CLA a moti CCR4 i
1,25(0OH),D3 stofni. 1,25(0OH),D3 stofni.
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4 Umraedur og alyktanir

T-frumur eru & sifelldri hringras, i gegnum blodras og vessakerfid, og naudsynlegt er ad
skilja hvada peettir stjorna ratvisi peirra. Pessi rannsokn var gerd med pvi markmidi ad
skoda nokkra peetti sem ad hafa ahrif & ratvisi T-frumna til hidar eftir raesingu. Synt var
fram 4 ad 1,25(0OH),D3 hvetur tjaningu vidtakans CCR10 & yfirbordi T-frumna (mynd
6). Fyrri rannsoknir hafa synt fram & ad 1,25(0OH),D3 6rvi myndun & T-styrifrumum
(Gregori et al., 2001). Tilgatan var pvi st ad CCR10, sem er tjadur vegna ahrifa fra
1,25(0H),D3, beri einkenni T- styrifrumna.

Tjaning CCR10 var skodud Gt af fyrir sig hja CD4" og CD8" T-frumum og i sambandi
vid adra peaetti sem vitad er ad hafi ahrif & iferd T-frumna til hidar. CCR4™ T-frumur
syndu mesta tjaningu & CCR10 hja badi CD4" og CD8" T-frumum (myndir 7 og 8).
CD8" T-frumur i vidmidunarreekt syndu einnig mikla CCR10 tjaningu en marktaekur
munur var po frd 1,25(0OH),D3 rakt. Tjaning CCR10 virdist vera i samraemi vid
tjAningu CCR4 4 CD4" T-frumum par sem engin tjaning sast & CCR4°'CD4" T-frumum
samanborid vid viomidunarhop. pessar nidurstoour eru i samraemi vid pekkt hlutverk
CCR4 vidtakans vid ferslu T-frumna til hidar. pad & ekki vid um CD8" T-frumur par
sem tjaning var meiri & CCR4™ T-frumum. EKki er fullvist af hverju CCR4'CD8" T-
frumur syna jafn mikla CCR10 tjaningu og raun ber vitni. Hugsanlegt er ad CCR4
tjaningin hafi dottid nidur eftir allan pann tima sem ad reaektin tok. CCR4 er par af
leidandi meira tjad af CD4" T-frumum og mogulegt er ad CD8" T-frumum hafi annan
Opekktan hudsértaekan vidtaka.

CCRA10 tjaning for ekki saman med tjaningu CLA eins og blast matti vid par sem CLA
er naudynlegt fyrir vidlodun T-frumna vid adaveggi sem leidir til feerslu peirra inn i
hid. Hugsanleg astaeda pessa er s ad T-frumurnar voru reektadar i 12 daga eftir raesingu
og tjaning CLA geti verid lokid. petta er i samremi vid rod atburda par sem CLA
gegnir hlutverki snemma eftir reesingu T-frumna en hefur lokid hlutverk sinu pegar T-
fruman er komin inn i ledurhdd. ba tekur vid stadfering frumnanna til yfirhidar sem
CCR10 midlar asamt fleiri pattum.

Sameindirnar CD25™ og CD127%° eru pekktar fyrir ad einkenna CD4* T-styrifrumur.
al sameindin er hins vegar ekki tjad a T-styrifrumum. Pvi kemur & Ovart ad tjaning
CCR10 4 CD25" og al™ frumum var svipud fyrir bedi CD4" og CD8" (myndir 7 og 8).
Hins vegar var meiri CCR10 tjaning & CD127°CD4" en CD8" sem er ekki i samreemi
vid pad ad lag CD127 tjaning sé einkennandi fyrir CD4™ T-styrifrumur. Tjaning CCR10
var p6 hearri 4 CD25 og CD127" hja bedi CD4" og CD8" hdpum. Tjaningin reyndist
vera helmingi haerri hja CD8" T-frumum fyrir baedi CD25™ og CD127". betta gefur til
kynna ad tjaning CCR10 virdist ekki wvera tengd T-styrifrumum med
CD4"CD25'CD127"% svipgers.
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Til samanburdar voru T-frumur einnig raektadar i naerveru IL-12. petta var gert til ad skapa
adsteedur sem likjast bolgum i likamsvefjum. Ymsar breytingar saust & tjaningu CCR10.
Tjaning & CD127°CD4" T-frumum for uppi 12,3% samanborid vié 1,5% i reektun an IL-12.
Petta stydur pa tilgatu ad CCR10 tjaning sé ekki tengd T-styrifrumum par sem paer
einkennast af lagri tjaningu & CD127. Tjaning jokst lika & CD8" T-frumum. ba sérstaklega
hja al” (10,5%) og CD25" (8,9%) T-frumum. betta ytir undir pa tilgatu ad tjaning CCR10
sé ekki tengd CD4" T-styrifrumum. Heerri tjaning & CCR10 sast hja éllum frumuhdpum
sem fengu medferd med IL-12. Aukningin var meiri fyrir CD8" T-frumur en CD4". Vid
keyrslu syna i frumufleedisja sast mikill munur & frumufjélda milli syna reektudum med og
an IL-12. Frumurektir med IL-12 voru med talsvert ferri frumur og pvi rikir meiri Gvissa
um peer nidustédur og erfidara ad draga alyktanir ut fra peim.

Innanfrumulitun var einnig framkveemd & 12. degi raektunar og synin keyrd i geghum
fledifrumusja. Ekki fengust marktaekar nidurstodur. Astaeeda pess er 6ljos en ma rekja til
6fullkominnar adferdarfreedi. Vert er pvi ad benda & ad ef tilraunin verdur endurtekin pyrfti
ad betrumbaeta pa adferd sem notud var vid innanfrumulitun.

Naesta skref i rannsdknarferlinu veeri ad finna ut af hverju innanfrumulitun tokst ekki og
endurtaka hana med breyttri adferdarfreedi. peer nidurstodur geetu varpad frekari 1josi a pad
hvort CCR10 tjaning sé tengd T-styrifrumum par sem litad var fyrir umritunarpettinum
Foxp3 sem er sérteekt tjadur af T-styrifrumum. Sidan metti einangra CCR10" T-frumur,
reekta paer med 6drum frumum og athuga hvort peer hafi einhver ahrif & fjolgun peirra. A
pennan hatt veeri hagt ad stadfesta hvort peaer séu T-styrifrumur.

Naudsynlegt er ad skilja til fulls feerslu T-frumna til hGdar og pa paetti sem ad stjorna pvi.
Til pess parf ad rannsaka paer sameindir sem koma vid sdgu og hlutverk peirra i ferlinu.
Pessa pekkingu er haegt ad nyta a margvislegan hatt. Sem demi ma nefna proun betri
medferda gegn hudsjukdomum & bord vid psoriasis sem er bdlgusjukdémur og einkennist
af iferd T-frumna til hadar. Pau lyf sem notud eru i dag eru dnaemisbalandi en i stad pess
ad verka adeins & akvedinn hluta likamans, i pessu tilviki hidina, beela pau 6nemiskerfid &
steerra sveedi og eru pvi slem til langtimanotkunar. bvi er mikilveegt ad haegt sé ad prda
onaemisbelandi lyf sem ad verka adeins i hadinni en bala ekki pa naudsynlegu starfsemi
sem dnamiskerfid gegnir annars stadar i likamanum. Verid er ad rannsaka margs konar
leidir til ad na pessu fram. Einn moguleiki er ad hindra far T-frumna inni yfirhidina. pPessu
er haegt ad nd fram med pvi ad bala tjaningu CCR10 & T-frumum eda med pvi ad bela
myndun eda seytun CCL27 af hyrnisfrumum (Sigmundsdéttir, 2010). Hér hefur verid synt
fram a ad 1,25(0OH),D3 hvetur tjaningu CCR10 & T-frumum og hvetur pannig far peirra til
yfirhidar. Paer upplysingar er hagt ad nyta vid aframhaldandi rannsoknir & ratvisi T-
frumna til hudar.
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