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1 Inngangur

1.1 Sumarexem i hestum

Sumarexem er ofnemi i hrossum gegn proteini Ur biti myflugna af @ttkvislinni
Culicoides. Ofnaemio er vandamal i islenskum hestum 4 erlendri grund, en pessi
tegund myflugna lifir ekki 4 fslandi (Halldorsdottir and Larsen 1991; Holmes 1991).
Auk pess sem sumarexem getur valdid hestunum mikilli pjaningu pa hefur pad einnig
neikved ahrif 4 islenskan hrossattflutning (Bjornsdottir 2001).

Sumarexem er kroniskur, arstidabundinn sjikdomur sem gerir vart vid sig &
vorin en hverfur svo yfir vetrarmanudina. Sumarexem er ofna@mi af gerd 1 en pvi
fylgir framleidsla & IgE motefnum, losun & histamini og fleiri bolgupattum (Holmes
1991).

Utbrot i hud vegna sumarexems sjast oftast 4 makka, sterti og i sumum
tilfellum 4 baki og hofdi, pa sérstaklega eyrum. Utbrotin geta nad yfir 4 lend og sidur,
en eru sjaldnar 4 kvid eda innanvert & leerum. Sumarexem er verst pegar heitt og rakt
er i vedri i langan tima, en 1 pannig vedurfari prifst flugan best. Hestar med
sumarexem groa yfirleitt sara sinna fullkomlega yfir veturinn en naesta sumar fa peir
utbrot 4 ny og pé oft verri en arid adur, sé ekkert gert til ad verja pa fyrir flugunni

(Nilsen 1984).

1.2 Onzmiskerfid / Onzmissvérun -ofnzemissvorun

Onamiskerfid er varnarkerfi likamans og er svipad ad uppbyggingu i 6llum
spendyrum. Liffeeri 6nemiskerfisins eru beinmergur, hostarkirtill (tymus), milta, eitlar
og eitilflakar. Hvitfrumurnar eru verkfrumur énamiskerfisins. ber skiptast groft i
mergfrumur sem sja um osérvirkt onaemissvar s.s. at, hreinsistorf og syningu 4
onemisvokum og i eitilfrumur sem sja um sérvirkt 6naemissvar (Roitt 2001).

Eitilfrumurnar skiptast sidan i T-eitilfrumur og B-eitilfrumur. T-eitilfrumurnar
skiptast aftur yfir i CD4" hjalpareitilfrumur (Th) sem eru stjérnfrumur og
CD8*drapsfrumur sem sja um drap 4 veirusyktum frumum. B-eitilfrumur framleida
hinsvegar métefni. Hvitfrumurnar skipta med sér verkum og nota bodefni sem peer
seyta og bregdast vid til ad vinna mjog naid saman. ber eru 4 verdi ut um allan

likamann, vidbunar innrdsum sykla eda annarra framandi sameinda (Roitt 2001).




Samanburdur & énamissvari hesta bolusettra med proteini eda DNA

1.3  Onzmisminni

Onamiskerfid greinir 6kunnugar sameindir fr4 eigin sameindum. Framandi
sameindir eru én@misvakar sem resa kerfid til varnar. Onzemiskerfid hefur minni,
pannig ad pegar kerfio hittir sama dn@misvaka aftur verdur onemissvarid baedi mun
sterkara og fljotara. Onzmisminnid er undirstada bélusetninga (Roitt 2001).
begar 6naemiskerfio hittir utanadkomandi vaka i fyrsta skipti eru nokkrar eitilfrumur
sem pekkja vakann, tengjast honum og pad fara ad myndast fleiri frumur sem pekkja
sama vaka. Hluti eitilfrumanna proskast og sérheefist yfir i verkfrumur, medan adrar
proskast yfir i minnisfrumur. Pegar vakinn kemur naest p4 eru minnisfrumur tilbanar
og svara vakanum fyrr og bindast honum betur og pvi er annarsstigs dén@missvar mun

sterkara og ahrifarikara heldur en fyrsta stigs svar (Roitt 2001).

1.4 Thl og Th2 onzemissvor

CD4 jakvaodar T-hjalparfrumur skiptast i undirflokka eftir pvi hvada bodetni
paer framleida. Pegar Thl frumur eru 6rvadar pa framleida par adallega IL-2, IFN-y,
TNF-B og IL-3 en Th2 frumur framleida IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 og IL-13 (Lee,
Corr et al., 1998).

IL-4

IL-5
IL-6
/ IL-9

IL-10
IL-13

\ PN

TNF-B
IL-3

Mynd 1. Th CD4 jakvadar frumur skiptast i undirflokka
eftir pvi hvad bodefni per framleida




Samanburdur & énamissvari hesta bolusettra med proteini eda DNA

1.5 Onzemisvaki - ofnzemisvaki

Myflugan bitur hestinn og sygur blod en spytir um leid inn 6kunnum
proteinsameindum eda 6nemisvokum sem verda ad lokum ofn@misvakar i peim
hestum sem f4 sumarexem (Holmes 1991). Flugupréteinin eru tekin upp af
hvitfrumum sem nefnast synifrumur. Synifrumurnar melta proteinid og syna pad T-
hjalpareitilfrumum (Th). Eftir pvi hver innrdsaradilinn er og hvernig synifruman
medhondlar hann pé beinir hun T-frumunni ymist inn & braut Thl eda Th2 med
videigandi bodefnum (Lee, Corr ef al., 1998). Onnur hvor brautin verdur par med
radandi i Oneemissvarinu. Thl brautin sér mest um varnir gegn innanfrumu syklum
t.d. veirum og innanfrumubakterium. Th2 brautin sér um vorn gegn utanfrumu syklum

t.d. utanfrumubakterium og snikjudyrum (Lee, Corr et al., 1998; Pastoret 1998).

II|TIIIIIIJ<hﬁ6
e prétein ar flugu (6nazmisvaki -

ofnemisvaki)

| ) —p varnir gegn innanfrumu
> syklum t.d. veirum

varnir gegn utanfrumu
\ a) =% syklum t.d. snikjudyrum og
ofnzemi af typu I med IgE

Mynd 2. Proétein ur flugu verdur ad ofnaemisvaka og dnamissvarid beinist inn

4 Th2 braut med framleidslu 4 IgE ofnemismoétefnum.

Af einhverjum asteedum, sem ekki eru vel ljosar, pa leidir Onemissvar 4 Th2
braut stundum til ofnemis hja sumum einstaklingum med framleidslu & peim flokki
moétefna sem kallast IgE (Holmes 1991). T pessum einstaklingum verdur
Oonzmisvakinn, fluguproteinid, ad ofnemisvaka. Eftir fyrstu kynni pessara
einstaklinga af flugunni eru hvitfrumur sem nefnast mastfrumur hudadar med IgE
moétefnum sem eru sérvirk fyrir ofneemisvakann ur flugunum. { endurteknu, 6flugu
Oonzmissvari tengist fluguofnemisvakinn sérvirku IgE moétefnunum og pa raesast
mastfrumurnar og seyta histamini og fleiri bélgumidlum sem valda

ofneemiseinkennunum (Holmes 1991).
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1.6 Onzemissvorun i hestum

Onamissvérun i hestum er midlad af sému hvitfrumutegundum og ferlum og i
60rum spendyrum. Thl og Th2 svor 1 hrossasjukdémum hafa 1itid verid rannsokud en
gen bodefnanna sem einkenna pessa ferla hafa verid klonud r hestafrumum
(Vandergrifft and Horohov 1993; Grunig, Himmler ef al., 1994; Vandergrifft,
Swiderski et al., 1994).

Motefnaflokkar hesta skiptast 1 IgG, IgA, IgM og IgE, par af skiptist IgG
motefnaflokkurinn 1 a.m.k fjora undirflokka sem nefnast IgGa, IgGb, IgGc og IgG(T)
(Pastoret 1998). Eitt af adalhlutverkum 6namisglobulina er ad raesa magnakerfid
(complementkerfi) (Pastoret 1998). Hlutverk IgG(T) virdist vera annad heldur en
hinna 6na@misglobulinanna, hlutverk pess virdist adallega vera ad hlutleysa toxin og
hindra raesingu 4 magnakerfi (Pastoret 1998). Hestainfluensuveira rasir Thl svar og
einkennist af IgGa, [gGb og IgA moétefnasvari, 4 medan bolusetning med veikladri
veiru gegn infliensu vekur IgGe og IgG(T) motetnasvar og veitir par af leidandi litla
vorn gegn infliensu (Pastoret 1998). Hinsvegar hefur verio synt fram 4 med DNA
boélusetningu gegn influensu 1 hestum ad motefnasvar er af gerd IgGa og IgGb (Lunn,

Soboll et al., 1999).

1.7 Bolusetning og boluefni

Boéluetni eru af nokkrum gerdum; lifandi veiklud boluefni, daudar orverur,
hlutar eda afurdir 6rvera, boluefni framleidd med erfdatekni og pad nyjasta i
boluetnisgerd er ad nota DNA til pess ad bolusetja.

[ boluefnunum er naudsynlegt ad hafa dnzemisglaeda sem eru efni sem orva
Osérvirka onemiskerfid til ddda. En kroftugt dsérvirkt Onemissvar er forsenda pess ad
naegjanlega 6flugt sérvirkt svar faist. I flestum béluefnum sem eru leyfo i folki er

onemisgledirinn alum en hann beinir 6nemissvarinu & Th2 braut.

1.8 Almennt um bdlusetningar med DNA

bessi nyja taekni til bolusetninga er frabrugdin hefdbundnum adferdum 4 pann
hatt ad notad er hreint erfdaefni (naked DNA). Geni proteinsins sem 4 ad vekja svar
gegn er komid fyrir i hringlaga DNA sameind, svonefndri tjaningarferju (expression
vector). Tjaningarferjan er honnud med pad i huga ad tja gen i spendyrafrumum

(Gurunathan, Klinman et al., 2000).
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Adjuvant Unit Transcription Unit Mynd 3. Tjaningarferja skiptist i tvd svaedi

onzmisglaeda-eining og umritunareining.

Umritunareiningin inniheldur styril (promoter), poly
A hala og pa r60 sem 4 ad flytja inn.
"Onazmisgledaeiningin inniheldur gen gegn fukalyfi

(antibiotic resistance) med CpG rodum.

Til pess ad frumurnar tjai proteinid parf viokomandi gen ad vera i opnum lesramma
(open reading frame, ORF svadi sem skrair fyrir protein) og tengjast styrisvaedi
(promoter) sem tryggir ad genid sé¢ umritad yfir i mRNA i hysilfrumunni. mRNAid
verdur einnig ad hafa polyA-hala til pess ad pad sé flutt ut ur kjarnanum til

umfrymisins par sem proteinid er myndad (Gurunathan, Klinman et al., 2000).

A tjaningarferjunni er sterkt styrisvaedi sem eykur tjaningu gensins,
umritunareining sem styrir myndun 4 vokum, gen sem veitir 6nmi gegn einhverju
fukalyfi (Gurunathan, Klinman et al., 2000). Einnig eru i DNA ferjunni svokalladar
onemisdrvandi kirnisradir (immunostimulatory sequences), sem eru 6methyleradar
cytidine-phosphate-guanosine (CpG) radir ur bakteriu DNA. CpG radirnar virka eins
og 6nemisglaedir og beina par dnaemissvarinu yfirleitt inn 4 Th1 braut (Gurunathan,
Klinman et al., 2000).

Tjaningarferjan med geninu er sett inn i £. Coli og bakteriurnar eru raektadar
upp 1 storum stil 1 &ti med vidkomandi fukalyfi og ferjan endurmyndar sig um leid og

DNA bakteriunnar (Tighe, Corr et al., 1998).
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Audvelt er ad adskilja DNA ferjur fra o
Culicoides

DNA bakterianna og med pvi faest mikid myfluga ==

magn af einrektudu ferju DNA, sem ma

nota sem boluefni. Ekki er alveg 1jost hvad Gen 6namis-

) vaka =P
gerist pegar DNA er sprautad i skepnuna
en ferjan er liklega tekin upp af
synifrumum (antigen presenting cells APC | Genid a

Tjaningaferju =9
frumur), gen umritad og tjad yfir i protein

(Tighe, Corr et al., 1998).
Helstu kostir DNA boéluefnis eru ad pad er
odyrt 1 framleidslu, heegt er ad setja fleiri | Tjaningaferja med geni g

fjolfoldud 1 bakteriurakt
en eitt gen 4 tjaningarferjuna og framleida | og ferju-DNA hreinsad
fra bakteriu-DNA =
med pvi marggilt boluefni gegn fjolda

sykingarvalda. FEinnig ma hafa éhrif a
Onzmissvarid sem fast med DNA boluefni
t.d med pvi ad koma fyrir genum ymissa | Bolusett med

ferju sem tjéir =
bodefna (cytokines) i tjaningarferjunni og | On@misvakagen

par med styra pvi hvada frumur 6naemis-

kerfisins svara (Gurunathan, Klinman et
al., 2000) Mynd 4. Framleidsla 8 DNA boéluefni

Bolusetning med DNA leidir ekki bara til motefnasvorunar heldur lika til
orvunar & sérvirkum drapsfrumum sem er mjog mikilvaegt 1 veirubdluefni, par sem
sérvirkar drapsfrumur eru yfirleitt adalvornin i veirusykingum.  Hefdbundin
proteinboluefni med alum Onamisgledi leida nar eingdngu til motefnamyndunar

(Gurunathan, Klinman et al., 2000).

1.9 Hzegt er ad beina onzemissvari a Th1l braut med DNA bdélusetningu
CpG stefin gera pad ad verkum ad DNA bolusetning beinir énamissvarinu

fremur 4 Thl braut en Th2 braut, pannig ad mdgulegt er ad nota DNA boéluefni til ad
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beina 6nemissvari 4 Th1 braut. Pessi eiginleiki DNA boluefna gerir menn vongdda um
ad nu sé hagt ad proa boluefni gegn ofnaemi af gerd I, med pvi ad beina

Oonzmissvarinu & Thl braut par sem Thl eitilffrumur veita vernd, en fra Th2
hjalparfrumum sem stjérna m.a myndun & IgE og fleiri patta sem studla ad ofneminu

(Lee, Corr et al., 1998; Babiuk, Babiuk et al., 2000).

119 A b g elne

Wy

CpG

+ Booefni

LR TR TTRIE

'

Mynd 5. Beina méa 6n@missvari & Th1 braut med DNA-boluefni.

Tilraunir i nagdyrum hafa synt ad badi er haegt ad vernda gegn ofnaemi og lakna
ofnemi med DNA bdlusetningu eda med pvi ad snua radandi Th2 svari yfir 1 rddandi
Thl svar (Lee, Corr et al., 1998). Pannig er moguleiki &4 nota megi DNA bdlusetningu
sem varnaradgerd gegn pvi ad hestar fai sumarexem og einnig sem laekningu 4 hestum

sem pegar eru komnir med einkenni sumarexems (Lee, Corr ef al., 1998).

Hingad til hefur DNA bolusetning ekki gefid eins gdda raun i sterri
spendyrum og i nagdyrum. Pad virdist vera misjafnt hvada tjaningarferjur og hvernig
CpG radir haefa hverri dyrategund (Babiuk, Babiuk et al., 2000). Adal vandamalid er
ad veikari 6naemissvorun faest yfirleitt vid DNA bolusetningu en med protein-

bolusetningu. En ef 6namissvar er ekki naegilega kroftugt eftir DNA bolusetningu er
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sa moguleiki fyrir hendi ad beina pvi 4 Th1 braut med DNA boélusetningu og
endurbolusetja sidan med samsvarandi proteini til ad efla svarid. Annar moguleiki er
a0 bolusetja med blondu af proteini og CpG rédum sem dnaemisglaedi til ad beina

onemissvari 4 Thl braut (Tighe, Corr et al., 1998).

1.10 Samanburour a onzmissvorun hesta bolusettra med proteini eda DNA

Sett var upp HSA likan i hestunum, par sem peir voru annars vegar sprautadir
med tjaningarferju sem innihélt gen sem tjair fyrir HSA og hinsvegar hestar sem voru
sprautadir med HSA proteini. Vid petta myndudu peir moétetni gegn HSA sem hagt
er a0 mela med elisuprofi. Med pessu maddeli er @tlunin ad geta borid saman
Oonzmisssvar pessarra tveggja hopa.

Samanburdur & motefnasvorun hestanna var gerdur med moétefnameelingu i
elisuprofi einnig var athugad med hvada motefnaflokkum peir svara.

begar Thl frumur eru 6rvadar framleida paer adallega IL-2 og IFN-y en Th2
frumur framleida IL-4, IL-5, IL-6 og IL-10. Med pvi ad 6rva eitilfrumur in vitro og
einangra mRNA bodefnanna, er hegt ad mala bodetnin i LightCycler. Med pvi ad
mala mRNA bodefnanna i LightCycler getum vid greint hvort hestarnir séu ad svara
med Thl eda Th2 svari. Sett upp bodefnamalingar i LightCycler, maelt IL-4, IFN-y

og B-actin er meelt til vidmidunar, en i frumum er stodug framleidsla & B-actini.

1.10.1 Elisuprof

Elisuprof (Enzyme linked immunosorbent assay) byggir 4 motefna-
motefnavaka bindingu (antibody-antigen complex). Notad er hvatamerkt motefni
gegn peim motefnum sem leitad var ad. Platan var hidud med motetnavaka, pvegin
til pess a0 losna vid allan 6bundinn vaka. Serum var sett & plotu. Ef moétefni gegn
HSA eru til stadar i sermi tengist pad vid HSA-vakann i bollanum. Konjugatio er
motefni gegn hesta motefni, sem er tengt vid ensim t.d. peroxidasa. Ensimmerkta
motefnid tengist vid motefna-motefnavaka complex. Litlausu hvarfefni er batt at i
lausnina, ensim hluti bindilsins (ligand) gerir pad ad verkum ad lausnin litast. Sja

mynd nr. 6.

-10 -
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Hvarfefni

Hvatamerkt motefni, O OA/
Kanina anti hestur 1 O_0O ®

Moétefni 1 sermi ‘

gegn HSA.

HSA er notadur

) | =) | =) cem vaki

Mynd 6. Skematisk mynd af elisuprofi.

1.10.2 LightCycler

[ LightCycler fara saman PCR takni og flirljomunargreining 4 rauntima. Med pvi ad
nema flurljomun vid hvern hring er hagt ad mala magn DNA i upphafslausn ut fra
magni og hrada 4 myndun PCR afurdar.
Melingin er framkvaemd i mjog litlu rtaimmali
5-20 pl. Synid er sett i taekid 1 sérstokum
glerharpipum ( sja mynd 7). Glosum er
komid fyrir i einskonar hringekju 1 holki par
sem brennipunktur flurljdmunar er i

hvarthélfinu.

Mynd 7. Sérstakar glerharpipur eru
notadar til maelingar { LightCycler.

Inn 1 teekinu er spadi sem fer 2000-10000 rpm og veldur stédugri og fljotri
hitastigsbreytingu. Petta tryggir ad hitastigid getur breyst mjog hratt, hitastiginu er
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breytt med kelivindu og hitaspiral. Par sem harpipurnar sem synin eru i hafa mjog
mikid yfirbordsflatarmal midad vid rammal peirra, eru paer mjog heppilegar til
sndggra hitabreytinga. Haegt er pvi ad keyra 30 PCR hringi i Light Cycler 4 6
minGtum (Wittwer, Ririe et al., 1997, LightCycler™ Users Guide. 1998)

Hegt er ad greina PCR
mognun 4 “LightCycler” med %ir 2
sérvirkum flarljdmandi f‘«g:ga preifari Visir 1

preifurum par sem dkvednar

radir eru magnadar upp med Cjafa preifari

videigandi visum. Tveir
Y . . Visir 2
flarljémandi preifarar gefa

flarljémun vid pad ad bindast

Visir 1 v
hlid vid hlid a PCR afurdina. TIT. T ILﬂfﬂfﬂﬂﬂﬂlllllllllllll

Teaekid nemur flarljémunina og

ber hana saman vid stadalkurfu
. , , , ™ dNTPs Polymerasi
og reiknar Ut pad magn 4 pvi M

DNAIi sem malt er.

bessir sérvirku flurljomandi

Mynd 8. FRET

preifarar hafa badi kosti og galla, kostirnir eru ad

peir eru mjog sérvirkir en dkostirnir eru ad peir geti verid erfidir i notkun og eru dyrir.

breifararnir sem voru notadir eru sérstaklega hannadir fyrir LightCycler. Tvo
flarljémandi fakirni pekkja rod fyrir innan visana sem eru notadir vid PCR. Annar
preifarinn (probe) er gjafapreifari (donor probe). Hann er merktur med fluorescein
vid 3" enda, gjafapreifarinn tekur vid utanadkomandi 1josi fra LED (light emiting
diode) ur LightCycler teekinu. Hinn preifarinn nefnist vidtakapreifari (acceptor probe)
er merktur med flarljdémandi Cy-5 og tekur hann vid hluta af orku fra gjafapreifara
med svokolludum dipole interaction (Landt O. 1999).
Flurljomun fré viotakapreifara gerist eingdngu pegar baedi gjafapreifari og

vidtakapreifari hafa tengst vid rétt svaeodi sem peir pekkja & afurdinni. Petta ferli, p.e
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a0 flytja orku 4 pennan hatt frd einum fluorljomandi lit yfir 4 annan er kallad
Fluorescent Resonance Energy Transfer (FRET) (Caplin 1999).
FRET er had fjarlegd & milli preifara, p.e pvi meiri fjarleegd sem er & milli
preifaranna pvi veikara merki faest.
Best er a0 preifarar séu stadsettir naleegt hvor 60rum, eda med 1-5 basapar 4 milli sin.
beir mega ekki innihalda

e endurteknar radir né einsleitar radir

e Hatt magn cytosins og guanins & endum.

e Hatt hlutfall purine.
Preifararnir mega ekki pattaparast vid PCR visa né heldur lengjast 4 medan PCR
hvarfid er 1 gangi. Bradslumark preifaranna @tti ad vera 5-10°C harra heldur en

braedslumark primera (Landt O. 1999).

Preifararnir skulu vera stadsettir naleegt 3 enda & markr6d DNA, sem fjarst fra
5’enda. Preifararnir mega samt ekki falla yfir afturvisir (reverse primer). Pessi
stadsetning leyfir malingu a flurljdomun adur en buid er ad lengja visana endanlega og
adur en preifarar eru fjarleegdir af Taq polymerasa (Landt O. 1999). Su r6d sem er
hentug ad magna upp, er innan stodugrar DNA radar, par sem ekki eru endurtekningar
né einsleitar radir. Pess konar radir geta myndad lykkjur og eru pvi mun minna

adgengilegar fyrir vikid (Landt O. 1999).

Astaedan fyrir pvi ad breedslumark preifara 4 ad vera 5-10°C haerra en visa er
til pess ad gefa preifurum auka tima, til pess ad bindast vid markrdd 4dur en peir eru
fjarleegdir af Taq polymerasa. Til pess ad ad preifarar geti bundist med godum arangri
vid markrdd & DNA pradi, verda pattaparandi preifarar ad keppa vid visa, sem sja
um mdgnunina, um pad ad bindast vid DNA. Pbattaparandi preifarar eru { minna
magni en visarnir. Vid 70°C tengjast preifararnir vid markr6d DNA en ekki visarnir,
pegar hitastig er lekkad geta visar sest 8 DNA og er lenging 4 DNA pradinum hafin
og stadurinn par sem preifararnir geta tengst vio fljotlega hulinn med nymyndudu

DNAIi (Landt O. 1999).

breifararnir eru notadir tveir saman og eru peir stadsettir i PCR afurd fyrir innan

visana. Adeins pegar preifararnir bindast nalegt hver 6drum verdur orkuflutningur
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(FRET) & milli peirra. Gjafapreifarinn 6rvast og pad verdur orkuflutningur til
pegapreifarans sem sendir fra sér geislun ef moétsvarandi myndefni er til stadar. Ef
preifarar eru friir i lausn pé er of langt &4 milli peirra til pess ad orkuflutningur geti
ordid & milli peirra. Flurljdomunin er i réttu hlutfalli vid magn DNA radarinnar i

syninu. Mognunin getur ordid 10'° f61d (LightCycler™, Users Guide, 1998).
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2 Markmio verkefnis

Markmi0 verkefnisins var ad bera saman 6n@missvar hesta sem bolusettir eru
med proteini (Human serum albumin prétein, HSA) annars vegar og geni proteinsins
hins vegar (HSA gen). [ proteinbolusettum hestum er framkallad ofnzeemi af gerd 1 4
Th2 braut.

Borid er saman
e sérvirkt HSA motefnasvar melt i elisuprofi.
e IgG motefnaflokkasvar meelt i elisuprofi
e bodefnasvar par sem melt er bodefna mRNA med rauntima PCR i

LightCycler eftir 6rvun eitilfruma in vitro.
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3 Efni og aoferoir

sja efni og uppskriftir i vidauka.
3.1 Hestar
Vid tilraunina voru notadir 4 hestar: Reykur 8 vetra, Tvistur 7 vetra, Jarpur 8 vetra og
Litfari 7 vetra, frd Kristni Gudnasyni Skardi, Landssveit. Jarpur og Litfari voru

bolusettir med HSA geni og Tvistur og Reykur voru bolusettir med HSA proteini.

3.2 Bolusetningar og blootokur

Bolusetning med HSA proéteini. Reykur og Tvistur voru sprautadir fjorum sinnum
med priggja vikna millibili med 89,5 pl af 2 mg/ml HSA proteini, 0,9% NaCl og 250
ul Alum (Alhydrogel ® Superfos biosector cat. 3048). Lausninni er sprautad undir
had 4 halssvaeodi hestanna. Bolusetningin var gerd 4 timabilinu 30. oktober-13
desember 2000. (sja vidauka nr.III)

Bolusetning med HSA geni. Litfari og Jarpur voru bolusettir med
pcDNA3.1/GS(HSA). Sprautad var 0,5 mg i hud og i vodva. (250 mg +250 mg).
Bolusetning var gerd & timabilinu 29. november 2000 - 6.juni 2001. (Sja vidauka nr.
III).

Blootokur: B16d var tekid i blodtokuglos ( Vacuette®Greiner cat.no. 455084/040002 )
med Lithium Heparin storkuvara ef nota 4 hvitfrumur. Sermisglds ( Vacuette® greiner

cat.no 455092/040005) ef hirda 4 sermi.
3.3 Orvun citilfruma og einangrun mRNA fyrir mzelingu i LightCycler.

3.3.1 Orvun eitilfruma

Hestafrumur eru adskildar ur blodi og 6rvadar in vitro med 6sérvirkum
hvitfrumudrvum p.e. mitogenum 50 pg/ml PHA (phytohemagglutinin). Einnig voru
frumur 6rvadar med HSA 100 pug/ml og HSA 10 pg/ml. Oérvadar hvitfrumur eru
notadar til samanburdar. Eftir 24 klst. 6rvun eru eitilfrumur hirtar og pvegnar og

mRNA einangrad.

1. 15 ml af stigli ( HISTOPAQUE-1077-1 Sigma) sett i 50 ml skilvinduglas og
25 ml af blooi er 14tid varlega ofana.

2. Skilid vid 2000 rpm i 30 minutur vid herbergishita, bremsa ekki 4.
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10.

3.3.2

Eftir adskilnad sjast prju 16g, efsta lagid er plasma, par fyrir nedan kemur lag
af hvitum blodkornum ofan 4 stigli. Nedst eru raud blodkorn.

Hvitfrumulag tekid ur 2 glosum og sett i eitt. Fyllt upp med Phosphate buffer
saline lausn (PBS).

Skilid vid 2000 rpm i 20 min.

Floti hellt af botnfalli og botnfall leyst upp, med pvi ad skrapa glasid vid
grind.

PBS lausn er batt vio upp ad 40 ml og skilid vid 1000 rpm 1 15 min. Pvegid
ca.4-5 sinnum & litlum hrada til pess ad losna vid blodflogur.

Botnfall leyst upp i 3 ml af 10% Fetal calf serum @ti (kalfafésturserum).
Talning fruma: 180 pl ®ti sett i Eppendorf glas +20 pl af frumulausn. 20 pl
sett 4 Neubauer talningargler og talid i smasja. Talid i 4 x 4 reitum og
heildarfjoldinn i ml feest med pvi ad margfalda med 10* og pynningu til pess
ad fa frumufjolda i ml.

10.000 frumur settar i hverja holu i sex holu bakka (Nunc cat. nr. 150229).

Hirding a frumum

. Eftir 24 klst voru frumur hirtar, frumur voru losadar af bakka med pvi ad

pumpa med pipettu. Frumur faerdar yfir i stort skilvinduglas (10 ml).
Frumulausnin skilin vid 1000 rpm i 5 minttur.

Mest af vokva hellt af botnfalli, botnfall hrist upp og frumulausn flutt yfir i
Eppendorf skilvinduglas.

Skiljun vio 3000 rpm i 5 min. Floti hellt af botnfallinu. 10.000 frumur i hverja
holu og 600 pl af sprengidua (Lysis buffer) og 4.2 ul af B-mercaptoethanoli
var beett ut i lausnina. Sprengiduinn inniheldur guanidine thiocyanate, sem
hefur pad hlutverk ad edlissvipta proteinin, sprengja frumurnar og pad hindrar
RNA brotni nidur. Lausnin er gerd einsleit med pvi ad vortexa. Ef lausnin er
seig pa ma auka magn sprengidiians eda sprauta lausninni Gt med mjorri nal.

Hérna ma stoppa ferlid og frysta botnfall i sprengidua vid —80°C.
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3.3.3 Einangrun ¢ RNA
Mjog mikilveegt er ad vera med vel hreinsad RNA. Notad var Absolutely RNA™
RT-PCR Miniprep Kit, no. 400800. Synin mega ekki innihalda neitt DNA pvi pad
getur magnast upp i LightCycler hvarfinu og myndad afurd sem likist afurdinni sem

buist er vid ad sja fra RNAinu.

Adferdalysing samkvamt “Absolutely RNA-PCR Miniprep Kit fra Stratagene
RT”.

1. Flytja ~600 pl (allt ad 700 ul) af lausn yfir i Prefilter spunabolla (Spin Cup)
sem hefur verid komid fyrir i safnglasi (receptacle tube) — loka lokinu yfir
spunabolla. Med pessu er verid ad hreinsa synid og minnka magn DNA.
Skilid vid 14000 rpm (hdmarkshradi) i 5 min. i Eppendorfskilvindu.
Fjarlaegja spunabolla fra safnglasi og henda, vokvinn er geymdur.

Setja 600 pl af 70% ethanoli saman vid lausnina og vortexa i 5 sek.

A

Flytja ~600 pl (allt ad 700 pl) af pessari lausn yfir 4 Fiber Matrix spunabolla
(RNA binding spin cup), sem hefur verid komid fyrir i 2 ml safnglasi. RNA
bindi spunabolli ( RNA binding spin cup) hefur kisilsiu (silicabased fiber
matrix). RNA bindst vid praedina i siunni og helst pvi 1 spunabolla.

6. Skilid vid 14000 rpm i 30-60 sek.

7. Fjarlegja spunabolla og vokva er hellt, hérna er skref nr. 5-7 endurtekid ef vid
hofum 10x10° frumur, b.e. heildarrammalid er 2 x 600 ul. Afgangur af lausn-
inni r skrefi nr. 4 tekin sett & somu siu og skilid vid 14000 rpm i 30-60 sek.

8. DNasa treatment/medferd — akjosanlegt fyrir RT-PCR.

a) 600 pl af 1x lagsalts pvottadua (Low Salt Wash buffer), skilid vio
14000 rpm i 30-60 sek. Medhdndlun synis med lagsalt pvottadiia og
melting med DNasa fjarlaegir restina af DNA.

b) Spunabolli tekinn Gr og vokva hent. Spunabolli settur i nytt safnglas.
Spunnid vid 14000 rpm i 2 minatur.

¢) DNasi undirbuinn, 50 ul af DNasa meltingardaa (Digestion buffer)
blandad vid 5 pl af RNasa Free DNasa I, geta pess ad blanda varlega
pvi DNasi 1 er mjog vidkvaemur fyrir edlissviptingu.

d) Beata 55 ul af DNasa lausn beint & praedi siunnar (fiber matrix) i

spunabolla.
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e) Incubera syni vio 37°C i 15 minutur.

9. Bata 600 pl af 1x hasalt pvottadua (High Salt Wash buffer) ut i spunabolla,

spunnid vid 14000 rpm 1 30-60 sek.

10. Spunabolli tekinn og vokva hellt ar.

11. 600 pl af lagsalts pvottadiia, spunnid vid 14000 rpm i 30-60 sek.

12. Spunabolli tekinn r og vokva hellt.

13. 300 ul lagsalts pvottadua beett vid, spunnid vid 14000 rpm i 2

min., til pess ad purrka Fiber Matrix.

14.Vokva hellt og spunabolli fluttur yfir i 1.5 ml skilvinduglas og safnglasi er
hent.

15. 100 pul af losunardta (Elution buffer) er batt beint 4 midju 4 Fiber Matrix,
incuberad i1 2 min. vid herbergishita. Skilid vid 14000 rpm i 1 min. Petta
skref er endurtekid og pa er notadur 40 pl af losunardua og incuberad i 2
min., og skilid vid 14000 rpm i 1 min. Lokaskrefid felur i sér ad losa RNA ur
fiber Matrix.

RNA geymist i 1 manud 1 —20°C og vid —80°C i lengri tima.

3.3.4 Mpyndun ad cDNA
Myndun cDNA ur RNA me0d vixlrita ( reverse transcriptasa). cDNA er buid til
svo haegt sé¢ a0 mala bodefnin i LightCycler.

Gerd samkveemt ProSTAR™ First-Strand RT-PCR kit

1. Notadir voru 14 pl af syni, total RNA og 24 ul DEPC-vatni

2. 3wl oligo(dT)primer (100 ng/ul ) saman vid hvarflausn, blanda lausn vel.

3. Incubera t.d & hitapltu vid 65°C 1 5 minttur. Kala hvarflausn haegt nidur vid
RT i ca. 10 minutur, til pess ad leyfa visum ad tengjast (annealast) vid RNA
afurd.

4. Til pess a0 mynda first strand cDNA, skal nota pessi efni i eftirfarandi r60:

e 5 ulaf 10 x first strand buffer
e 1 pl af RNasa Block Ribonucleasa Inhibitor (40 U/ul)
e 2 pulaf 100 mM dNTPs

e | pl StrataScript™reverse transcriptasa (50 U/ul)
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Lausninni er blandad varlega saman og hitud i 1 klst vid 42°C, i PCR taeki og 90°C i 5
minutur. Haegt er ad maela cDNA lausn beint i LightCycler teeki.

3.3.5 Meceling DNA i ljosgleipnimceli (Hoefer ).
DNA melt i Hoefer meeli til pess ad sé haegt ad reikna ut styrk DNA 1
upphafspynningu fyrir pynningarrdo.
1. Kveikja 4 lampa 15. min. fyrir notkun.
2. Blankur: 3 pl 1 x TNE buffer + 3 ul CAS B litur.
Stadall: 3 pl 100 ng / pl stadal (Thymus Calf serum) DNA + 3 ul CAS B
litur.
Syni: 3 pl syni + 3ul CAS B.
3. Nullstillt med blank. Kalibrerad med stadal og setja inn gildi hans.

IFN-y meldist 36 ng / pl.
Lengd plasmids er : 3115 bp
Medal molpungi basapars er: 649 g/mol.
Molpungi: 3115 bp x 649g/mdl = 2,0 x 10% g/ mol.
Magn: 2.0 x 10 g/ mél x 6,023 x 10’mélikal = 0,2 ng/ul
6,023 x10?*molikal/mol

36 ng/ul x X=0,2 ng/ul x 200 pl
X=1,1 pl af pUCI18 IFN-y DNA
Blandad 1,1 pl af pUC18-IFN-y saman vid 200 pl TLE buffer.

IL-4 meeldist 110 ng / pl
Lengd plasmids er 3032 bp ad lengd og med sama heetti vid Utreikninga:
Blandad 0,36 ul af pUC18 IL-4 DNA vid 200 pl TLE buffer.
(eda 1 ul pUCI18 IL-4 DNA +560,2 ul TLE buffer)

B-actin meeldist 94 ng / pl
Lengd plasmids er 3136 bp ad lengd og med sama hatti vid utreikninga:
Blandad 0,43 pl af pUC18 B-actin DNA vid 200 pl TLE buffer
(eda 1 ul pUCI18 B-actin DNA vid 464,1 ul TLE buffer)
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3.3.6 Mceling DNA i LightCycler

[ hvarfid parf ad nota Eppendorfglos med kisilhud til pess ad koma i veg fyrir
vidlodun DNA vid glasid. Petta getur skipt mali pegar farid er ad mala mjog faar
sameindir. Mikilvaegt er ad nota filterodda og hanska til ad minnka hettu 4 smiti.

Best er ad gera mastermix, par sem 6llum efnum nema DNA er blandad saman.

Efni: Styrkur: Magn Mastermix
Fjollidari* 0.8 U/ul 1l Y ul
breifarabland

a 2 uM hvor preifari 1l Y ul
Visablanda 5 uM hvor visir 1wl Y ul

2 mM / af hverju

dNTP peirra 1wl Y wl

10 x buffer 40 mM MgCl 1wl Y ul

DNA 1wl 1wl Y ul

H,O Tafla 1. Lausnir sem parfi FRET hvarfio, styrkur og magn peirra. x Y ul

Y fer eftir fjolda syna hverju sinni. *Polymerasi.

Til a0 fa stadalkurfu parf ad gera pynningar i Tris Low buffer (TLE). Gerdar 10 x
pynningar, fra 60x10° eintok nidur { 60 eintok. Prufud voru mismunandi hitastig fyrir
pattatengingu fyrir PCR hvarfid, komst ad pvi ad eftirfarandi hitastig og tengingartimi

(annealing time) i toflu 2 gaf mogulegar nidurstddur.

Hitastig fyrir pattatengingu Anneal timi
B-actin 56°C 15 sek.
IFN-gamma 54°C 15 sek.

Tafla 2. Hitastig og annealing timi i LightCycler.

Fyrir FRET hvarf parf ad nota fjollidara 4n 5 exonutkleasa virkni svo sem Klen Tagq.
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3.3.7 Meohondlun syna

9 pl af mastermixi og 1 pul af DNA Ur videigandi syni sett Ut i Eppendorfglds.
bessum 10 pl er pvi naest komid fyrir 1 sérstokum harpipuglosum (reaction cuvettes)
fra framleidenda “LightCycler” Idaho Technology. Hérpipuglosunum var komid
fyrir 1 svokolludum adaptorum, sem eru einskonar holkar sem vernda gldsin & medan
verid er ad medhondla pau. Plastlok voru sett lauslega 4 og syni skilin upp ad 1500
rpm i skilvindu. Lokin voru sidan fest varlega & pvi glosin geta audveldlega brotnad

(Wittwer, Ririe et al. 1997).

3.3.8 Keyrslai “Lichtcycler”

Harpipuglosunum er komio fyrir 1 “LightCycler”. “LightCycler” forritid er
opnad og farid inn i “LightCycler Run Modes”. I main menu er valid “LightCycler”,
sidan er valid “LOAD” og “START” til ad gefa upp fjolda syna og hvar eigi ad vista
keyrsluna. Pegar pad er buid er valid “DONE” og getnir upp eftirfarandi timar og

hitastig 4 hvarfinu:

Hraoi
Skref: Hitastig Timi hitastigsbreytinga
Edlissvipting*! 94°C 0 sek. 20°C / sek
battatenging*2| 0.5°Cx (%GC%) 0 sek. 20°C / sek
Nysmio*3 68-74°C 0.03x (lengd afurdar) sek. 1-2°C / sek

Tafla 3. Skrefi Lightcycler

*Idenaturation, *2annealing.
Edlissvipting og pattatenging hvarfsins 1 “LightCycler” tekur 0 sekindur. Smidin
sjalf er midud vid 25 nukleotid 4 sekindu. Hradi hitastigsbreytinga, er sa timi sem pad
tekur hitastig ad fara milli hitastigsskrefa, minnsti hradinn er 0.1°C/sek og mesti
hradinn er 20°C/sek. Fjoldi hringja er 45. Typan sem notud var er “Quantification”
sem er magnmeling. Pad parf ad velja &4 milli flurljdomunar bylgjulengda med pvi ad
velja Display Mode: C2/1 eda C2/C1, er val 4 bylgjulengd flirljdémunar sem er skrad
medan 4 keyrslu stendur. Haegt er ad velja prjar bylgjulengdir eda hlutfallid a4 milli
peirra Ch2 greinir geislun fra CyS5.
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A0 lokinni keyrslu er Quantification valid 1 “main menu” til ad skoda nidurstédurnar.
Stillt & Fluorescence 2 / Fluorescence 1. Fluorescence 1 er valio til pess ad greina
flarljomun eda SYBR Green 1. Fluorescence 2 er valid til pess ad greina CyS5.
Hlutfall milli Cy5 og flurljdémunar er melt og sést pad & myndum 13 og 16 hvar pad
eykst, par sem kurfan risa (Wittwer, Ririe et al., 1997).

Merkt er vid “Background substraction” til pess ad laeegsta flurljomunargildi hvers
synis er dregid fra 6llum flarljdémandi gildum synisins. Sidan er smellt & “Set Noise

band” sem er notad til pess ad losna vid bakgrunn. Syni eru valin til pess ad skoda

karfu.

3.3.9 Mikil heetta a erfoaefnismengun

Vegna pess hve adferdin i LightCycler er neem pé er mjog audvelt ad fa smit i
synin. Smit getur audveldlega komist i neikvaeda kontrolid og pvi eru gerdar sérstakar
vartdarradstafanir s.s ad blanda neikvada kontr6lid 4 einum stad og pangad kemur

erfoaefnio aldrei. Einnig verdur ad gata pess ad skipta oft um hanska.

3.3.10 Rafdrattur

Synin voru rafdregin & agarésugeli og skodud i utfjolublau ljosi. Notad var
1.7% agarosagel par sem agarosi Seakem® LE fra BioWhittaker Molecular
Applications var leystur upp 1 0,5 x TBE, blandan er hitud par til hin er ter.
Ut i gelid var bztt ethidium bromide pannig ad lokastyrkur pess yrdi um 0,5 pg/ml.
Ethidium bromide er flurljdémandi litur sem fer inn 4 milli basaparanna og litar med
pvi DNAIQ. Lausnin var sett i ilat, 1atid storkna eftir ad sérstokum greidum var komid
fyrir 1 gelinu. Hlutverk greidunnar er ad mynda brunna sem synum er sidan sprautad
i. Pegar gelid hafoi storknad voru greidurnar teknar ur og gelinu komid fyrir i
rafdrattartaeki. Fyrir hledslu & gel var DNA synum blandad vid RSB dua (restriction
stop buffer) en hann inniheldur 50% glycerol, 0,015 mM EDTA og Bromphenol blue.
RSB liturinn hefur pad hlutverk ad haegt er ad meta lengd rafdrattarins. 1 Kb DNA
ladder (Gibco BRL) fra LifeTechnologies var rafdreginn med synunum og notadur

sem sterdarvidomid. Rafdregid var vid 70-80 V 1 15-25 minttur.
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3.3.11 Rafdrattur syna ur LightCycler

Synin voru tekin ur harpipuglosunum med pvi ad brjota endana af og prysta
syninu Ut med sérstakri pipettu. Synin voru sett i Eppendorfglos. 4 pl voru notadir af
syni, 2 pl af RSB stigli (ladder) er blandad vid synid og 4 ul af vatni. begar
rafstraumur fer um gelid flyst DNA sem er neikvatt hladid (vio pH 8.0) ad jakveda
rafskautinu. Stérar sameindir dragast mun hagar 1 gegnum gelid vegna pess ad par
maeti meiri motstodu. Sterd butanna sem verid var ad magna upp i LightCycler er
pekkt pannig ad hegt er ad rafdraga marker eda staerdarstadal med pekkta butasterd
til pess ad tryggja pad ad réttur butur hafi verid magnadur upp.
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4 Niourstoour

4.1 Elisuprof; HSA-DNA bolusettir hestar.

Hestar voru boélusettir med pcDNA3.1/GS(HSA) béluetni i vikunr. 0, 3,7, 11,
14 og 19. HSA sérvirk motefni meelast i Jarpi i 4. viku, en ekki fyrr en 1 13. viku hja
Litfara. Hja Jarpi melast moétefni 1 pynningunni 1/100 1 4. viku og 1 7. viku maelast
motefni i pynningunni 1/200 og haldast pannig fram i 27.viku par sem pau fara ad
leekka og engin moétefni eru malanleg 1 41. viku. Hjé Litfara maelast motetni 1 13.
viku og eru pa 1 pynningunni 1/100, héldust pannig fram ad 21 viku en pa foéru pau ad

leekka og 1 41. viku voru engin malanleg moétefni hja Litfara. Sja mynd nr. 9.

4.2 Elisuprof; HSA protein bolusettir hestar

Reykur og Tvistur voru bolusettir med HSA-proéteini med alum 6naemisglaedi.
Bolusetningarnar voru gerdar i viku nr. 0, 3, 6, 42 . Einnig var gert hudprof a peim i
viku nr 13. Strax tveimur vikum eftir fyrstu bolusetningu voru malanleg HSA
sérvirk motefni 1 peim badum. Motefni maldust i pynningunni 1/1600 hjé Reyk en
1/3200 hja Tvisti. Eftir adra bolusetningu, i viku 5 meldust motefni hja Tvisti i
pynningunni 1/6400 og i Reyk i pynningunni 1/12800. I prettandu viku hofou badir
hestarnir leekkad og meldust motefni hja Reyk i pynningunni 1/3200 og hja Tvisti
1/6400, 1 sému viku var gert hidprof . 1 hudprofi er métefnavaka sprautad i had og
Oonzmiskerfid svarar 4 pad eins og pad sé¢ bolusetning. Hudprofid sem gert var i
13.viku virkar pvi eins og bolusetning og haekkar métefnasvarid verulega vid pad,
Motefni meldust i 17. viku hja Reyk i pynningunni 1/12800 og hja Tvisti 1/51200. {
42. viku voru peir bolusettir i fjorda skipti og tveim vikum seinna meldust motefni
jafn hé eins og pau urdu eftir hudprof, eda i pynningunni 1/12800 hja Reyk og
1/51200 hja Tvisti. Sja mynd nr.10.
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HSA-DNA boélusettir hestar
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Mynd 9. HSA sérvirk motefni hja HSA-DNA bolusettum hestum
Litfara og Jarpi.

HSA protein bélusettir hestar
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Mynd 10. HSA sérvirk motefni hja HSA-protein bolusettum hestum Reyk

og Tvisti.
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HSA DNA boélusettir hestar
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Mynd 11. HSA DNA bolusettir hestar, sama mynd og mynd nr. 9, nema
hér er bl1id ad breyta Y asnum til pess ad leggja aherslu 4 a0 DNA

bolusettu hestarnir eru ad svara.

4.3 IgG motefnaflokkar hja HSA DNA og protein bolusettum hestum.

IgG undirflokkar i HSA sérvirku motefnasvari voru maeldir med elisuprofi.
DNA bolusettir hestar, Jarpur og Litfari h6fou mjog lag HSA sérvirk moétefni og ekki
var haegt ad greina motefnaflokka i svari Litfara og einungis IgG(T) i pynningunni
1/100 hja Jarpi.

Hja Tvisti meldust IgG(T) moétefni i pynningunni 1/819200, IgGa 1 1/6400 og
IgGb 1 1/1600. Hja Reyk meldust IgG(T) motefni i pynningunni 1/102400, IgGa og
IgGb 1 pynningunni 1/3200. IgGc svar maldist i hvorugum hestanna. Ekki er hegt
ad segja til um hvort peir svari ekki med IgGc eda hvort métefnid sem notad var

bindist ekki, par sem ekki var jakvaedur samanburdur. Sja mynd 12 og 13.
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Anti HSA IgG motefnaflokkar
Tvistur (v44)

0 T T T ,,\I,I,\l,l,l,l,l,l,l—

1 4 16 64 256 1024 4096

Serumpynningar x100

Mynd 12. IgG métefnaflokkasvar hja Tvisti i 44. viku.

Anti HSA IgG motefnafl okkar

Reykur (v44)
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Mynd 13. IgG motefnaflokkasvar hja Reyk i 44. viku
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4.4 Bodefnameling i LightCycler

Til pess ad geta magnmelt mRNA bodefnanna purfti ad setja upp stadalktrfur
fyrir bodefnin IFN-y, IL-4 og einnig var gerd stadalkurfa fyrir B-actin til vidmidunar.
Hlutar ar B-actin geni, IL-4 geni og IFN-y geni voru klonadir inn i pUC18 ferju og
notad til pess ad bua til stadalkurfur. Settar voru upp stadalkurfur fyrir bodetnin tvo
og B-actin, med stodlum fra 60 milljon-60 eintok. Melingar gerdar 4 tveimur eins

synum.

IFN-y

Gerd var radpynning 4 pUC18 med IFN-y ro0, fra 60x107 eintékum nidur i 60
eintok til pess ad fa stadalktrfu. Stadalkarfan synir ad 60x10” kemur upp i hring 15.
A mynd 16 sést ad stadalferill er linulegur 4 bilinu 60 eintdk upp i 60 milljén eintok
ferilinn ris edlilega 1 hring 16 hja IFN-y og endar i hring 37, med 60 eintdk.

0.07- : Loa Flo vs Cycle #
! W e = sl v S SN
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g o '
= 040 yoo
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"g '0,80_ ".' ¥ '_.—0’.-‘
_— H 4 ..
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{ § ¢
1,047, ’
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Fjo6ldi hringja i PCR hvarfi

Mynd 14. Magnmaling til pess ad setja upp stadalkurfu fyrir IFN-y. Notad var PCR med
flarljomunargreiningu & rauntima med FRET bpreifurum. Linuritid synir samband styrks

flarljomunar og fjolda hringja.
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8.0- Crossing Point vs.Log[Concentration)
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Mynd 15. Stadalkurfa til magnakvordunar 4 pUC18 sem inniheldur IFN-y genid. Notad PCR
med flurljdémunargreiningu 4 rauntima med FRET preifurum. Samband fjolda sameinda 4 méti

fjolda hringja.

Syni rafdregin 4 1.7% agarosageli til pess a0 greina hvort bondin séu af réttri staerd,

sem pau eru um 269 bp. Sja mynd 15.

Mynd 16. IFN-y pynningarrdd fra
60x107 eintdkum nidur 1 60 eintdk, ur
LightCycler. Ras 1. steerdarviomio,
ras 2. 107, ras 3. 10, ras 4. 10°, ras 5.

10% r4s 6. 103, ras 7. 10%, ras 8. 101

p-actin

Gerd var radpynning 4 pUC 18 4 B-actini, fra 60x107 eintokum nidur i 60 eintok.
Stadalktrfan synir ad 60x107 kemur upp i hring 16.

A mynd 18 sést ad stadalferill er linulegur 4 bilinu 60 eintokum upp i 60 milljon

eintok. Ferilinn ris edlilega 1 hring 15 hja B-actini og endar i hring 33, med 60 eintdk.
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Flarljomun

Fjoldi hringja { PCR hvarfi

Mynd 17. Magnmeling til pess ad setja upp stadalkurfu fyrir f-actin. Notad var PCR
med flurljdémunargreiningu 4 rauntima med FRET preifurum. Linuritid synir samband

styrks flurljdomunar og fjélda hringja.

Stadalkurfa fyrir p-actin.
Stadalkurfan reyndist vera linuleg yfir bilid.

Fjoldi sameinda

PCR hringir

Mynd 18. Stadalkurfa til magnakvorounar a pUC18 sem inniheldur B-actin genid. Notad PCR
med flurljdémunargreiningu 4 rauntima med FRET preifurum. Samband fj6lda sameinda 4 moti

fjolda hringja.
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IL-4

Profud voru nokkur sett af visum fyrir IL-4 og voru pau keyrd i hefobundnu
PCR og sidan dregin & geli. Visarnir sem profadir voru virtust ekki heefa rodinni par
sem alltaf fengust 1élegar nidurstodur ur PCR og LightCycler. Af pessum sokum
reyndist ekki vera hagt ad gera stadalkurfu fyrir IL-4. Miki0 af primer dimers komu
vid keyrslu 1 PCR, sja mynd 19 og malingar i LightCycler voru mjog 1¢legar.
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5. Umraodur

Hja DNA bolusettum hestum var mjog dauf HSA sérvirk motefnasvorun,
meldist haest 1 pynningunni 1/200 1 elisupréfi, motefnasvarid for lekkandi og var ekki
melanlegt 22 vikum eftir sidustu endurbodlusetningu. Pessi laekkun 1 métefnasvari er
samraemi vid pad sem oft hefur verid synt fram i 60rum spendyrum en miasum
(Babiuk, Babiuk et al. 2000). Hestarnir verda pvi endurbdlusettir pegar
bodefnamalingaradferdir eru tilbunar til pess ad greina hvort peir séu ad svara 4 Thl
eda Th2 braut. Einnig er dztlad ad bolusetja med hreinu HSA-proteini til pess ad efla
Oonzmissvorunina og athuga hvort dénamissvarid haldist 4 sému braut eftir
endurbdlusetningu.

Hestar sem voru bélusettir med HSA-proteini hafa sterk HSA sérvirk motefni
sem audvelt er ad vidhalda med endurbolusetningu. Munur var & métefnasvorum hja
Tvisti og Reyk og er skyringin tralega einstaklingsmunur. { HSA sérvirku
motefnasvari hjd HSA protein bolusettum hestum var IgG(T) yfirgnafandi en einnig
var 0flugt IgGa og IgGb métefnasvar. Rannsoknir & influensu i hestum synir ad
infliensuveiran raesir Thl svar sem einkennist af IgGa, IgGb og IgA métefnasvari, &
medan bolusetning gegn infliensu med dvirkri veiru, vekur adeins IgGe og IgG(T)
motefnasvar og veitir par af leidandi ekki géda vorn gegn infliensu (Pastoret 1998).
Hins vegar hefur verid synt fram 4 med DNA bolusetningu gegn infliensu i hestum
a0 sérvirkt motefnasvar er af gerd IgGa og IgGb sem veitir mun betri vorn. (Lunn,
Soboll et al. 1999). Mling & motetnaflokkum i elisupréfi syndi ad 1 prétein
bolusettum hestum var IgG(T) rddandi. Motetnasvorun hja DNA-bolusettum hestum
var svo lag ad ekki er haegt ad segja til med hvada IgG flokkum peir svérudu. Lag
svorun DNA hestanna { HSA sérvirku elisuprofi geeti verid vegna pess ad ferjan sem
notud var inniheldur 1itid af CpG r6dum. Nu er verid er ad flytja genid yfir &4 nyja
ferju sem inniheldur meira af CpG r6dum sem hefur reynst vel i misum, ménnum og
kim og verda tveir nyir hestar sprautadir med henni.

Erfitt reyndist ad gera stadalkurfu fyrir IL-4 i LightCycler. Skyringarnar a pvi
getu verid ad visar eda preifarar henti ekki r60inni sem verid var ad magna upp.
Einnig geeti verid ad mikill breytileiki sé til stadar 1 IL-4 r60inni, ad islenski hesturinn
s¢ ekki med sams konar r6d og erlendir hestar sem buid er ad radgreina. Stefnt er ad
pvi ad radgreina IL-4 Ur islenskum hestum og finna 1t frd pvi hvada visar henta best.

beir visar sem voru notadir gafu mjog mikla primer dimers.
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Stadalkurfur fyrir B-actin og IFN-y heppnudust dgatlega, skekkjur sem koma
fram eru pipettuskekkjur eda skekkjur vegna blondunar efna. Aztlad er ad mzla
bodefni i LightCycler pegar btiid er ad koma IL-4 i gagnid. Gert er rad fyrir pvi ad pa
s¢ haegt ad meta hvort IL-4 eda IFN-y sé rikjandi og med pa vitneskju er haegt ad meta
hvort hestarnir séu ad svara 4 Th1 eda Th2 braut.

Ekki var hagt ad mala bodefni hja hestunum par sem ekki nadist ad bua til
stadalkuarfur fyrir IL-4, en samanburdurinn felst 1 pvi ad greina mun milli bodefnanna
IFN-y sem er bodefni & Thl braut og IL-4 sem er bodefni & Th 2 braut. Gerdar voru
nokkrar drvanir og mRNA frumanna melt i LightCycler en ekki var haegt ad nota per
melingar par sem stadalkurfur voru ekki naegilega godar og pvi purfti ad gera nyjar
stadalkuarfur fyrir IFN-y og IL-4.

Ekki reyndist unnt ad gera pann samanburd sem gera atti 8 DNA bolusettum
hestum annars vegar og proteinbdlusettum hestum hins vegar. Métefnasvar hja DNA
bolusettum hestum var svo lagt ad ekki var haegt ad mala IgG flokka hja peim. Ekki
reyndist negur timi til pess ad stadla bodefnamalingarnar til pess ad hagt vari ad

gera samanburd 4 bodefnasvari hestanna.
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Vidauki L, pynningar fyrir visa og preifara

IFN-y visar

F3 CixVi=(Cx V2
82,7uM x Vi =5 puM x 40 pl
Vi=2,42ul

40ul - 3,47 pl =

B-actin visar

F2 CixVi=Cx V2
622 UM x Vi=5puM x 40 pl
Vi=32ul

40 pl — 5,86 pl =

IFN-y preifarar

a: CixVi=Cx Vs
442 uM x Vi=2 uM x 40 pl
Vi=1,81ul

40 pl — 2,5 Sul =

B-actin preifarar

a: CixVi=Cx Vs
28,7 uM x Vi=2 pl x 40 pl
V1=2,79 ul

40 ul - 3,19 pul =

Pynningar fyrir KlenTaq fjollidara

CixVi=Cx V2
25U0/pulx Vi=0,8U/pul x 25 ul

R3 CixVi=CxV;
19,1 upM x V=5 puM x 40 pl
Vi=1,05 ul

36,53 ul dH20

R1 CixVi=Cx V2
753 M x Vi=5uM x 40 pl
Vi=2,66 ul
34,1 pl dH20

d2: CixVi=Cx V2
108,2 uM x Vi =2uM x 40l
Vi=0,74 ul

37,45 ul dH,O
d2: CixVi=CxV»
202,5 M x Vi=2 ul x40 pl

Vi=0,39 ul

37,45 ul dH,0

Vi=0,8 ul 25 ul - 0,8 ul =24,2 pl. Ensim diluted
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Vidauki I1, efni til gleypnimzelinga 4 DNA og pynningar 4 DNA

TNE buffer (Tris natrium clérid EDTA)
10 mM Tris-HCI pH 7,4
100mM NaCl
ImM EDTA

CASB
5 ul H33258 stock
25 ul 10 x TNE buffer
220 pl H2O0

TLE buffer (Tris Low buffer)
0,ImM EDTA
ImM Tris

DEPC vatn
0,2% diethylpyrocarbonate

autoclaverad

ZEti fyrir raektun
Dulbecco’s MEM, ( DMEM ) cat. nr. 10938-025 GIBCO BRL.
Ut i 500 ml ti er beett 3 ml 100 IU / ml penicillin og 100 IU / ml streptomycin, 5 ml

af 5 mM glutamin.
10% Fetal Calf serum (FCS) blandad med pvi ad nota 90 ml DMEM +10 ml FCS.
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Vidauki 111, bléotokur og bolusetningar

HSA protein bolusettir hestar, Tvistur og Reykur

30.0kt.
8. nov.
15. nov.
22. név
29. nov.
6. des.
13. des.
20. des.
27. des.
6. feb.
7. feb.
14.feb.
28. feb.
15. mars
6. juni
27.4gn.
11. sept.

2000

2001

vika 0
vika 1
vika 2
vika 3
vika 4
vika 5
vika 6
vika 7
vika 8
vika 13

vika 14
vika 16
vika 18
vika 30
vika 42
vika 44

kontrol blod og 1. bolusetning
blodtaka

blodtaka

blootaka og 2. bdlusetning
blodtaka

blodtaka

blootaka og 3. bdlusetning
blodtaka

blodtaka

haoprof (eftir 4 klst)
haoprof ( eftir 24 klst.)
blodtaka

blodtaka

blodtaka

blodtaka

4. bolusetning

bl6d og ormalyfsgjof
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Vidauki 111, bléotokur og bolusetningar (frh)

HSA DNA bolusettir hestar, Jarpur og Litfari.

29. nov.
6. des.
14.des.
20. des.
27.des.
17. jan
31. jan.
7. feb.
14. feb.
28. feb.
9. mars
15. mars
10.april
18. april
6. juni

11. sept.

2000

2001

vika 0
vika 1
vika 2
vika 3
vika 4
vika 7
vika 9
vika 10
vika 11
vika 13
vika 14
vika 15
vika 19
vika 20
vika 27
vika 41

kontrol blod og 1. bolusetning
blootaka

blootaka

blootaka og 2. bdlusetning
blootaka

blootaka og 3. bdlusetning
blootaka

blootaka

bldotaka og 4. bolusetning
blootaka

blootaka og 5. bolusetning
blootaka

6.bdlusetning

blootaka

blootaka

blootaka og ormalyf
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Vidauki 1V, visar og preifarar

IFN-gamma visar og preifarar

IFN-y Ro60 Lengd | Tm |% GC
F3 framvisir GCCAAATCGTCTCCTTCTAC 20 57,3 | 50,0
R456 bakvisir AAACGGATTCTGACTCCTCTTC 22 58,9 | 45,5
Gjafapreifari TCATCAAAGTGATGAATGATCTGTCGG| 27 61,9 | 40,7
begapreifari CCA AAG CTA ACC TGA GGA AGCG 22 62,1 | 54,5
3- actin visar og preifarar

B-Actin Ro60 Lengd Tm % GC
Afturvisir CATTGTCCACCTTCCAGCAG 20 61,7 55,0
Framvisir GAGAGGGAAATCGTGCGTG 19 61,8 57,9
begapreifari| GGATCGGCGGCTCCATTC 18 66,3 66,7
Gjafapreifari CCCTGAGCGCAAGTACTCCGTA 23 64,2 56,5
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Vidauki V, efni fyrir elisuprof

PBS-T
Notud til sermis og konjugat-pynninga. Geymt i keeli.
5x PBS toflur

1L eimad vatn

500ul Tween ( 0.05% )

bvottadui
PBS 5x, pH 7.2-7.4 med 0.05% Tween 20. Geymt i keli.

5x stokklausn 1x vinnulausn
250g NaCl 400ml 5x pvottadii
6.25g KH>PO4 1600ml H>O
89.5g Na;NPOg4 1.0ml Tween 20
6.25g KCl
bekjudui
1L dH>0
1.59g Na>,COs
2.93g NaHCO;

Lausnin geymd 1 frysti til langs tima en 1 keeli 1 styttri tima.

Hvarfefnalausn

12 ml. eimad vatn + 4 litlausar OPD (1,2 phenylendi-amin dihydroklorid,2 mg stk,
Dakopatts cat no. S2045). Lausnin er hrist i myrkri (OPD er ljosnamt) i nokkrar min.
5 ul af H202 (0,04 %) beett ut i rétt 4dur en lausnin er notud.

Lausn geymd 1 frysti i lengri tima en 1 keli 1 stuttan tima.
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bakkir

Eg vil pakka eftirtoldum:

Sigurbjorgu Porsteinsdottur leidbeinanda fyrir spennandi verkefni, goda leidsogn og

otralega polinmeedi.

Olafi Andréssyni leidbeinanda fyrir ymsa hjalp vid verkefnid, adallega vid
sameindahluta pess og erfidleika vid LightCycler.

Bjarka Guomundssyni sameindaliffraedingi fyrir kennsluna 4 LightCycler og allan

studninginn pegar tilraunirnar gengu ekki eins vel og vonast var eftir.

GuOomundi Péturssyni fyrir yfirlestur.

bor Steinarssyni deildastjora fyrir gott nam vid Meinateknadeild i Teekniskola

Islands.

Einnig vil ég pakka:
Benny, Helgu Bryndisi, Birki, Bryndisi, frisi, Bjorgu, Agnesi, Alfonsi, Viktori,

Snorra, Vilhjalmi, Stefani og Gumma fyrir ymsa adstod og ekki sist hvatningu.
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