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Agrip

Komplimentkerfid er mikilvaeg 6naemisvorn. Lektinferill komplimentkerfisins raesist pegar mannan-
bindilektin (MBL) eda fikolin (1-3) bindast sameindamynstrum a yfirbordi 6rvera. Vid bindingu virkjast
serin préteasinn MASP-2 (MBL associated serine protease) sem Kklyfur C4 og reesir par med
komplimentkerfid. Erfédabreytileiki (p.D120G) i MASP2 geninu veldur lseekkun & MASP-2 i sermi.
Arfhreinir einstaklingar um stokkbreytinguna (G/G) hafa ekkert MASP-2 i sermi og p.a.l. évirkan
lektinferil. Azetlad er ad um einn af hverjum puasund i donsku heilbrigdu pydi sé med skort (G/G).
Rannsoknir a tengslum pessa skorts vid sjukdéma eru skammt & veg komnar. Markmid verkefnisins
var ad finna Ut tioni p.D120G samseetunnar i heilbrigdu islensku pydi. Genémiskt DNA var einangrad
ur 453 heilbrigdum islenskum blédgjéfum med hasaltsadferd. Notast var vid ,sequence specific
primer‘ PCR adferd (PCR-SSP) til ad skima fyrir p.D120G. Af 453 einstaklingum voru 37 arfblendnir
(D/IG) um p.D120G eda 8,2%. Enginn var med skort (p.e.a.s arfhreinn um stdkkbreytinguna (G/G)).
Nidurstédurnar syna ad samseetutioni p.D120G er 0.041, sem er sambeerileg dénsku heilbrigdu pydi
(0.039). bvi méa aeetla ad um 330 islendingar séu med skort (G/G). Naestu skref eru ad skima fyrir
p.D120G i ymsum sjuklingapydum, p.m.t einstaklingum med 6utskyrdar sykingar.



Abstract

The complement system has a pivotal role in innate immunity. The lectin complement activation
pathway is initiated by either mannan-binding lectin (MBL), or one of three ficolins through associated
serine proteases (MASPs). MASP-2 has a central role in initiating the lectin pathway. It is known that
homozygotes with the MASP2 gene mutation p.D120G have no functional MASP-2. It is estimated that
1:1000 healthy Danish individuals are homozygous for this mutation (G/G). We evaluated the
frequency of p.D120G mutation in healthy Icelandic blood donors. A total of 453 blood donor samples
were genotyped for the mutation p.D120G in the MASP2 gene. Genomic DNA was extracted from
EDTA treated blood using salting out procedure and genotyped using “sequence-specific primer’ PCR
(PCR-SSP) method. A total of 37 were found to be heterozygous for this mutation or 8,2%. Our results
show that the frequency of the p.D120G mutation is 0.041 in Icelandic population, which is
comparable with Danish population (0.039). Next step is to screen for p.D120G in variable disease

associated populations, including individuals with repeated unexplained infections.
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1 Inngangur

1.1 Onamiskerfid

Oneaemiskerfid er naudsynlegur pattur mannslikamans til ad vernda hann gegn syklum. Onaemiskerfid
pekkir évelkomnar sameindir og vinnur markvisst ad pvi ad eyda peim. Svoérun likamans er flokid
samspil prétina, frumna, liffeera og liffeerakerfa. betta samspil studlar ad eydingu bakteria, veira,

sveppa, frumdyra, skemmdra og/eda daudra vefa og illkynja frumna.

1.1.1 Osérheefda onemiskerfid

Osérhaefda 6naemiskerfid veitir fyrstu vorn eda bradavorn. bad er prounarfreedilega vardveitt og
samanstendur af margvislegum ferlum, frumum og fjélda sameinda sem vinna saman i pvi ad gefa
snégg 6naemisvidbrdogd um leid og porf krefur. Ferlid midar ymist ad pvi ad hindra innras sykilsins og

svo ad eyda honum.

Deemi um frumur sem taka patt i vornum 6sérhaefda kerfisins eru stératfrumur (e. macrophages).
Stoératfrumur eru stadsettar i vefjum likamans og eiga patt i eydingu sykla med agnaati en seyta einnig
bodefnum (e. cytokines) og flakkbodum (e. chemokines) sem leida til bolgu. Syklagetur (e. neutrophils)
eru oflugar atfrumur sem eru til stadar i blédi og flytjast i vefi m.a. sem svérun vid flakkbodum. NK-10
frumur (e. natural killer cells) er annad deemi um frumur 6sérhaefda kerfisins. baer geta pekkt og drepid
afbrigdilegar frumur eins og krabbameinsfrumur og veirusyktar frumur. Angafrumur taka baedi patt i
sérhaefdum og 6sérhaefdum vérnum par sem peer taka upp vaka Ur umhverfinu og syna og reesa T

frumur (1).

Komplimentkerfid er hluti af 6sérheefédum vornum likamans. Virkjun komplimentkerfisins leidir til
athadunar orvera (e. opsonization), eydingu peirra med himnurofi og midlunar bélgumidlandi boda og
vidgerdum & vefjum eda eydingu & eigin frumum med breytta yfirbordsbyggingu. brir ferlar virkja
komplimentkerfid, klassiski ferillinn, styttri ferillinn og lektin ferillinn (2).

1.2 Komplimentkerfio

Komplimentkerfid er mikilveegur pattur i vornum Osérheefda kerfisins. Prétin pess hafa fundist i
frumsteedum lifverum & bord vid igulker og er pvi ljést ad komplimentkerfio & sér langa soégu.
Komplimentkerfid var uppgoétvad fyrir ramlega 100 &rum sidan og lyst sem rjufandi peetti fyrir bakteriur
og raud blédkorn sem eru neem fyrir métefnum (3). Enska heitid ,complement* ma pyda sem
,uppfylling“ enda var hlutverk komplimentkerfisins ekki talid hafa mikid ad segja i 6naemissvari. | dag
er pekkt ad komplimentkerfid hefur mikilveegt hlutverk i 6naemissvérum likamans og ad ferli pess hafi

verid til 16ngu fyrir tima sérheefda 6neemiskerfisins.

Komplimentkerfid samanstendur af yfir 30 mismunandi prétinum i sermi (4). bessi prétin eru ymist
uppleyst i sermi eda bundin i frumuhimnur. Prétinin eru adallega framleidd i lifrarfrumum, einkjorn-

ungum (e. monocyte), storatfrumum og pekjufrumum (5-7). Sum komplimentprétin eru dreifd um



vessa og vefi likamans & évirku formi sem forensim (e. zymogens). Vid akvedin skilyrdi, t.d. i nagrenni
vio sykla eda vefjaskemmdir, hvarfast pessi forensim hvert vid annad og svo pad fer af stad akvedin
ensima-kedjuverkun eda komplimentvirkjun. Vid virkjun komplimentkerfisins fara af stad bolgu-
vidbréga til ad atryma drverum og gera vio vefi. Med bdlguviobrogoum hefur kerfio ahrif & mastfrumur
og aedapelsfrumur i sedavegg med myndun bodefna sem morg koma af stad aedavikkun, auka
bl6ofleedi og valda pvi ad adapelid glidnar svo ad stérsameindir eins og motefni eigi audveldara med
ad komast Ur blédras yfir i vef. Einnig myndast bodefni sem draga atfrumur og adrar varnarfrumur inn i

vefinn. Komplimentkerfid getur einnig tekid patt i ad reesa sérhaefda dnaemiskerfid (2).

Mynd 1 synir pa prja ferla sem sja um ad raesa komplimentkerfid, klassiska ferilinn, lektin ferilinn og
styttri ferilinn (8). Peir hafa hver um sig mismunandi upphafsskref en studla allir ad myndun C3
konvertasa, sem er pungamidjuensim komplimentkerfisins. Fyrstu skref beedi klassiska- og
lektinferilsins er ad kljufa C4 og C2, en afurdir peirra mynda saman C3 konvertasa (C4b2a). Styttri
ferillinn myndar C3 konvertasa Ut fra vatnsrofi (C3bBb). Skrefin eftir pad eru eins hja éllum ferlunum.
Hlutverk C3 konvertasa er ad kljufa forensimido C3 i C3a og C3b. C3a er litid peptio (bélgubodefni)
sem sveimar burt, virkjar frumur i @daveggnum, togar varnarfrumur i vef og hvetur til ats a merktum
syklum. C3b er ein veigamesta sameind komplimentkerfisins. C3b (atmerki eda opsoénin) pekkir
orverur og bindst med samgildum tengjum vid yfirbord peirra. Pannig eru peir merktir med svokalladri
athadun, sem lysir sér pannig ad mérg C3b bindast & yfirbord drvera svo atfrumur pekki peer fra 6orum
skadlausum frumum. C3 konvertasinn bindst svo C3b og myndar C5 konvertasa, sem hrindir af stad
sidari skrefum komplimentkerfisins. C5 konvertasi sér um ad kljufa C5 i C5a og C5b, par sem C5a er
bolgubodefni likt og C3a. C5b studlar ad rod siobuinna fjdllidunarhvarfa (C6-C9), par sem loka afurdin
myndar himnuarasarfléka (e. membrane attack complex, MAC) er myndar holu i frumuhimnuna og

leidir pannig til dauda sykilsins vid frumurof (2).

a Classical pathway b Lectin pathway

C3a

Mynd 1. prir ferlar reesa komplimentkerfid, klassiski ferillinn, lektin ferillinn og styttri ferillinn. Sja nanar
i texta (8).



Klassiski ferillinn raesist med bindingu C1q vid Fc hluta métefnis sem er bundid métefnavaka (Mynd
1). Saman kallast pad motefnaflétta. Reesing klassiska ferilsins er pannig had pvi ad sérhaefoa
O6naemiskerfid hafi virkjast og myndad métefni gegn peim sykli sem um raedir, p.e. peim moétefnavaka
sem er & syklinum. Vid bindingu C1q proétinsins virkjast C1r, sem breytir vid pad forensiminu Cls i
sérstakan préteasa, sem sér um ad kljufa C4 og C2. Afurdir pess mynda flokann (e. complex) C4b2a
sem er C3 konvertasi (9). C1g sameindin er svipud i byggingu og mannanbindilektin og fikélin (sja
kafla 1.3). Fjoldi frumna mynda C1q, par & medal lifrarfrumur, stératfrumur, angafrumur og pekjufrumur
i smagirni (10). C1lg samanstendur af N-enda kollagen svaedi sem myndar sex stilka. Hver peirra
endar & C-enda hnattlaga sveaedi er ber kennsl a og bindst sameindum (9). betta C-enda sveedi hefur
sterka saekni i métefnin 1gG og IgM i moétefnafléttum (11). Einnig getur sameindin bundist ymsum
bakterium, veirum og prétinum sem eru tjad & frumum i styrédum frumudauda. Klassiski ferillinn er
sérstaklega mikilvaegur til ad hafa stjérn a sykingum med graftarmyndandi (e. pyogenic) hjapudum
bakterium eins og Haemophilus influenzae og Streptococcus pneumoniae en hefur einnig verid
tengdur vid ad styra veirusykingum eins og infliensu (4, 12, 13).

Lektinferillinn er reestur pegar mynsturpekkjandi sameindirnar MBL (Mannanbindilektin) eda fikdlin
(fikolin-1, fikélin-2 eda fikoélin-3) pekkja og bindast sameindamynstrum a yfirbordi érvera. MBL og
fikélin mynda i sitt hvoru lagi fléka med MASP- 2 (MBL-associated serine protease 2). begar MBL eda
fikélin bindast yfirbordi framandi érveru virkjast MASP-2 og klyfur C4 og C2 sem leidir til myndunar a
C3 konvertasa (C4b2a). bessi C3 konvertasi kemur af stad sidari skrefum ferilsins (mynd 1).

Hlutverkum prétina lektinferilsins verdur nanar lyst i kafla 1.3 hér 4 eftir.

Styttri ferillinn er raestur vid sjalfkrafa vatnsrof & C3 en vid pad myndast C3(H,0) (mynd 1). Ferillinn
reesist alltaf & eftir virkjun klassiska- og lektinferilsins og magnar svérun komplimentkerfisins upp (4).
C3(H,0) er med virkni mjog svipada og C3b. C3(H,0) bundid yfirbordi érvera bindst faktor B sem er
proteasi og myndar floka. Myndun pessa fléka leidir til pess ad faktor D (sem einnig er préteasi) klyfur
faktor B sem klofnar i Ba og Bb. pe studlar ad myndun C3 konvertasa, er Bb sameindin dsamt
C3(H,0) myndar C3(H,O)Bb eda C3bBb. bessi C3bBb konvertasi hvetur aukna athudun C3b a
yfirbord sykilsins auk frekari myndunar 4 C3bBb. Pannig magnar C3bBb konvertasinn upp
komplimentsvérun. Likt og C4b2a pa getur virka C3bBb ensimid nu einnig klofido C4 og pannig

magnad upp virkni komplimentkerfisins (14-16).

1.3 Lektinferillinn

Lektinferillinn er prounarfreedilega vel vardveitt 6neemisvorn. Ferillinn virdist hafa verio til i yfir 500
milljén ar og er hann til stadar i frumsteedum lifverum & bord vid saesvepp (e. Ascidiacea) (8, 17). Stutt
er sidan lektinferillinn var skilgreindur i ménnum og er hann s& raesiferill komplimentkerfisins sem er
minnst rannsakadur. Samantekt yfir virkni og styrk helstu prétina lektinferilsins i sermi ma finna i t6flu

6 i fylgiskjali I.



1.3.1 Mynsturpekkjandi protin lektinferilsins: MBL og fikolin (1-3)

Lektinferillinn reesist pegar tiltekin prétin sem sveima um i sermi pekkja og bindast akvednum
sameindamynstrum a yfirbordi bakteria. Virkjun lektinferilsins var fyrst uppgétvud i MBL hadri virkjun &
C4. Sidar kom i lj6s annar hopur prétina i lektinleidinni, fikélin, sem hafdi mjog svipad hlutverk og
MBL, b.e. ad pekkja og bindast vid sykla (18, 19). MBL og fikélin bindast vid mynstur af kolvetnum eda
acetylhdpum & yfirbordi bakteria, veira eda sveppa. bau tilheyra kollagen fjdlskyldunni og eru nokkud
svipud ad byggingu eins og mynd 2 synir (8, 20). Um fjogur adskilin prétin er ad reeda, eitt MBL og prju
fikolin (fikélin-1, fikélin-2 og fikélin-3), sem sveima hvert i sinu lagi i floka med prétedsum og 68rum

prétinum i sermi.
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Mynd 2. Bygging MBL og fikélina (8).

Munurinn a prétinunum liggur fyrst og fremst i bindisaekni peirra vid hopa & yfirbordi 6rvera (21).
MBL getur bundist vid dkvedin sykrumynstur a yfirbordi 6rvera. Synt hefur verid fram 4 ad MBL pekkir
veirur og sveppi a bord vid Influenza A, Herpes simplex-2 og Candidata albicans (22, 23). Fikdlin
pekkja acetylerud efnasambdnd a yfirbordi 6rvera, & bord vido N-Acetyl glucoseamine (GIcNAc) (24).
Ymsar bakteriur eru pekktar baedi af MBL og fikélinum, t.d. er Staphylococcus aureus pekkt baedi af
MBL og fikdlin-2 (25). Til vidbétar geta baedi MBL og fikélin pekkt frumur hysilsins sem hafa breyttar
yfirbordsbyggingar, t.d. frumur i styrdum frumudauda (26).



1.3.1.1 Bygging og virkni MBL prétinsins

MBL er myndad i lifur og tjad af MBL2 geninu (27). Styrkur i sermi er mjog breytilegur milli einstaklinga
og eftir aldursskeidum. Styrkurinn er heestur i bérnum ad 16 ara aldri (um 2 ug/mL) en leekkar svo aftur
i fullordnum. Medalstyrkur i sermi fullordinna er um 1,1 yg/mL og styrksbilid <10-12,200 ng/mL (28-
30). Helmingunartimi MBL i sermi er & milli 18 og 115 kist (31).

Byggingu MBL ma sja & mynd 2. Langi stongull moélsins er myndadur Ur kollagen-liku svaedi. brjar
fidlpeptidkedjur langa stongulsins tengjast saman og mynda einlidu MBL (22). A enda MBL eru
pyrpingar af svokdlludu kolvetnispekkjandi sveedi (CRD, Carbohydrate-recognition domain). Pessi
kolvetnispekkjandi svaedi gegna lykilhlutverki vid ad pekkja og bindast vid sykrur & bord vid manndsa,
fukésa og glykosa sem eru & yfirbordi ymissa sykla (32, 33). MBL er a formi fjollida i sermi (fra tvilioum
og upp i sexlidur) og med fjollidun eykst heefni MBL til ad bindast vid 6rverur (34). Algengasta form
pess i sermi eru pri- og fjorliour (22, 35).

MBL2 genid er & litningi 10g11.2-g21 og var byggingu gensins lyst arid 1989 (36, 37). Byggingin er
flokin en mjog vel skipulégd sem er visbending um ad genid hafi gengid i gegnum fjélda préunar-
freedilega ferla (17). bekktir erfdabreytileikar i MBL2 geninu valda skorti & prétininu i sermi og hafa
vidhaldist lengi i erfdamengi mannsins. Talid er ad um pad bil 20% einstaklinga séu med MBL skort
(17, 27), en flestir peirra eru heilbrigdir (38).

bPremur punktstékkbreytingum (SNPs; Single Nucleotide Polymorphisms) hefur verid lyst i MBL2
geninu og eru nefndar B, C og D stokkbreytingar (38). AlImennt er talad um stokkbreytingarnar sem O
og villigerd sem A. Stokkbreytingarnar gerast allar i kollagen stilknum. paer trufla fjdllidun prétinsins og
par med raesingu komplimentkerfisins (39-41). Arfgerd hefur bein ahrif a styrk MBL i plasma.
Einstaklingar af villigerd (A/A) eru med MBL styrk i sermi heerri en 1000 ng/mL og einstaklingar
arfhreinir um stdkkbreytinguna (O/O) eru med styrk undir 50 ng/mL (28, 42). Til vidbétar fyrirfinnst
erfoabreytileiki i styrli sem hefur ahrif & MBL2 tjaningu og styrk MBL i sermi en peir pekkjast sem H/L,
XIY og P/Q (43, 44). bar af hefur LX erfdabreytileikinn mestu ahrifin & styrk MBL. bvi hefur verid lyst
ad einstaklingur sem er A/A eda A/O og ad auki arfhreinn fyrir LX hafi lagan MASP-2 styrk (45, 46).
bvi er talad er um O/O og XA/O sem skorts-arfgerdir.

1.3.1.2 Bygging og virkni fikélina

Bygging fikélina svipar mjog til MBL eins og sést a mynd 2. Baedi hafa pau kollagen likt sveedi og baedi
mynda fjollidur i sermi og plasma. | stad kolvetnispekkjandi sveeda & MBL hafa fikolin fibringen-lik
sveedi sem pekkja og bindast vid acetylerada hépa & yfirbordi érvera (Mynd 2) (8, 21). brju gen skra
fyrir premur fikélinum og eru upplysingar um genin og proétin peirra tekin saman i téflu 1.

Fikdlin-1 og fikolin-2 eru mjog svipud ad byggingu og hafa yfir 80% sému r6d af amindésyrum. Gen
peirra (FCN1 og FCN2) eru stadsett & litningi 9934 (24). FCN3 genid stendur saman af 8 Utrédum og
protinid fikélin-3 deilir adeins um 48% af amindsyrur6d med hinum tveimur fikélinunum. Af hinum
fiorum mynsturpekkjandi prétinum lektinferilsins er fikélin-3 mest rikjandi i sermi. Styrkurinn er
breytilegur i proskaferli einstaklinga, hann neer hamarki i bérnum upp adé 16 ara aldri (um 24 ug/mL)
en i fulloronum er medalstyrkurinn 19,5 pg/mL (30). Fikélin-3 bindst vid GIcNAc (N-Acetyl



glucoseamine), GalNAc (N-Acetyl galactoseamine) og fukdsa, en ekki manndsa og laktosa (25, 47).
Fikoélin-3 bindst vid Aerococcus viridans (48, 49). Enn er verid ad uppgétva ymis hlutverk fikélin-3, t.d.

virdist prétinid vera mikilvaegt i eydingu deyjandi frumna hysilsins (50).

Tafla 1. Fikélin 1 - 3 { monnum: Yfirlit.

Medalstyrkur Seekni |
Gen Fikélin | Litningur mRNA tjaning (styrksbil) ekl i

. ; . sykrur
i sermi fullordinna

Adallega i hvitum
T o034 bl68kornum 1,4 pg/mL GlcNAc Komplimentvirkjun
FONL | o 24 einnig f lungum, beinmerg (0,3-5,4 pg/mL) GalNAc Vidtaki fyrir atfrumur
(M-fikdlin) (24 og milta @0) Sialic acid (49)
(24, 51, 52) (25)
Adallega i lifur . L
. Komplimentvirkjun
FCN2 Fikolin-2 9g34 einnig i lifur og lungum & Sl il GlcNAc Athtsun
(L-fikolin) (24) fésturskeidi (1,3-14,7 pg/mL) (25)
(52) (30) e
o Adallega i lungum,
F'k?"'n:3 1p35.3- finnst einnig f lifur. 19,5 ug/mL g‘;mﬁg Komplimentvirkjun
FCNg | (HHfikolin) 1p36.11 A8 auki i lifur og lungum & (6,1-60,3 pg/mL) ' Athddun
(Hakata . . D-fucose
antigen) (24, 47) fésturskeidi (30) (49)
(52, 53) @)

I genum fikélina hafa ymsar stokkbreytingar fundist. Fjorum punktstokkbreytingum hefur verid lyst
i FCN1 sem valda amindésyrubreytingum og i styrilsvaedi FCN2 hafa fundist prjar punktstékkbreytingar
sem studla ad laekkudum styrk fikélin-2 i sermi (54, 55). Arid 2009 var arfhreinum einstaklingi lyst med
stokkbreytingu i FCN3 geninu (56). | Gtréd 5 fannst urfelling & basa C i stédu +1637 med peim
afleidingum ad stddvunarkddi (e. stop codon) myndast i midjum lesramma FCN3 gensins svo ad
prétin afurdin verdur styfd (e. truncated). Arfhreinir einstaklingar hafa pvi gallad fikélin-3 i sermi. pessi
stokkbreyting er pekkt sem 1637delC, eda L117fs. Svipgerd stokkbreytingarinnar hja villigerd (C/C),
arfblendnum (C/-) og arfhreinum (-/-) ma sja @ mynd 3. Samseetutioni 1637delC medal hvitra

einstaklinga er 0.018 og talid er ad 1:10.000 einstaklinga séu arfhreinir (56, 57).
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Mynd 3. Svipgerd 1637delC er had genaskdmmtun: ,gene-doze dependent®. Arfblendnir einstaklingar
(C/-) hafa um helmingi leegri fikolin-3 styrk i sermi og arfhreinir (-/-) ekkert maelanlegt fikdlin-3 i sermi
(56).



1.3.1.3 Tengsl skorts a MBL og fikolinum vid sjukdoma

Lektinferillinn hefur mikilvaegt hlutverk i ésérhaefda onaemiskerfinu. Hlutverk ferilsins er mikilvaegt
snemma i aesku, sérstaklega a aldrinum 6-18 manada, sem er sa timi er born fara ad prda eigin
Oneemisvidbrégd eftir ad motefni fra modur fara hverfandi. Hlutverk lektinferilsins er einnig mikilvaegt

pegar 6sérheefd dnaemisvidbrogd eru ad einhverju leyti skert i fullordnum (58, 59).

MBL skortur er algengasti pekkti arfgengi 6naemisgallinn i ménnum og talid er ad um 30%
einstaklinga séu arfblendnir um skortsvaldandi stokkbreytingar og 5% arfhreinir (17). Kliniskt mikilvaegi
MBL skorts hefur veri® mikid rannsakad undanfarin 10-15 ar. bratt fyrir ad meirihluti fullordinna
einstaklinga med MBL skort séu heilbrigdir og upplifi engin einkenni hefur fj6ldi rannsékna synt fram &
ymiss konar ahrif skortsins & fullordinsarum (60). MBL skortur hefur verid tengdur vid aukid naemi fyrir
sykingum og getur einnig studlad ad préun & 6naemissjukdomum og sjalfsénaemissjukddémum (61).
Einstaklingar med skort upplifa oft frekar endurteknar sykingar i aesku (62). Faraldsfraedilegar
rannséknir hafa gefid til kynna ad arfgerd hafi ahrif & neemni og framgoéngu mismunandi gerda sykinga,
sem og sjalfséneemis-, efnaskipta- og hjarta- og sedasjukdéma (38, 63). MBL skortur virdist p6 hafa
meiri pydingu pegar um annan éneemisgalla ad reeda (64).

Rannsoknir & hlutverkum fikélina eru styttra & veg komnar. Erfdabreytileiki i FCN1 geninu hefur
verid tengdur vid iktsyki (e. rheumatoid arthritis, RA) (65) og lagur fikélin-2 styrkur hefur meelst i
bdérnum med tidar sykingar i éndunarvegi (38, 63, 66). Synt hefur verid fram a ad skortur a fikolin-3
valdi endurteknum graftarmyndandi sykingum i lungunum (67) og hugsanlega getur skortur tengst
verri afdrifum einstaklinga eftir heilabl6dfall vegna blodpurrdar (e. ischemic stroke) (68). Nylega var pvi
lyst ad born i krabbameinsmedferd sem hofou lagan fikolin-3 styrk i sermi (<14 pg/mL) voru liklegri til

ad fa hita og daufkyrningafeed (e. neutropenia) (69).

Einstaklingurinn sem var lyst arid 2009, er hafdi greinst arfhreinn um 1637delC stokkbreytinguna,
hafdi sbgu um graftarkyli & heila (e. cerebral abscesses), endurteknar alvarlegar lungnasykingar og
endurteknar vortur & fingrum (56). Fikolin-3 skorti hefur verid lyst i tveimur nyburum Gr pydi nybura
med garna- og ristilbolgu (NEC, necrotizing enterocolitis) (N=32) (70). Annar var fyrirburi eftir 29 vikna
medgodngu, en fimm vikna gamall préadi hann med sér brdda kvidverki (e. acute abdomen) og
alvarlegt NEC med miklum garnaloftblédrum (e. pneumatosis intestinalis, gasfylltar blodrur i
garnaslimhuad). Hann fékk svo endurteknar hidsykingar med Staphylococcus. Ekkert fikdlin-3 meeldist
i sermi hans og arfgerdagreining leiddi i lj6s ad hann var 1637delC/1637delC. Arid 2012 var pessi
einstaklingur ordinn fjdgurra ara gamall og laus vid garna og hudsykingar. Hinn einstaklingurinn var
einnig fyrirburi eftir 28 vikna medgéngu en Iést ar NEC fjégurra vikna gamall. I honum var styrkur
fikélin-3 ogreinanlegur og ekki haegt ad greina FCN3 arfgerdina par sem genomiskt DNA var ekki
tiltaekt (70). Fjorda tilfellinu af fikolin-3 skorti var lyst & pessu ari. Um var ad raeda fyrirbura eftir 35
vikna medgongu sem hafdi Staphylococcus agalactiae sykingar og var hann arfhreinn um
1637delC/1637delC (71).



1.3.2 CL-11/CL-K1

Nylega fannst nyr medlimur kollektina sem er talinn hafa hlutverk i virkjun komplimentkerfisins (72).
CL-11 (Collectin-11), einnig pekkt sem CL-K1 (Collectin kidney-1), er i floka med MASP prétedsum.
Prétinid er skrad af COLEC11 geninu a litningi 2p25.3 og medalstyrkur pess i plasma er um 2,1 ug/mL
(72, 73). CL-11 er myndad i lifur, nyrum og nyrnahettum. Virkni og bygging CL-11 er mjog lik MBL.
Proétinid stendur saman af kollagen- og kolvetnispekkjandi sveedi og bindst D-mannésa og L-fukdsa a
yfirbordi bakteria, sveppa og veira (73). Nylega fundust stékkbreytingar i COLEC11 sem orsaka 3MC
syndrome (74). betta er i fyrsta sinn sem synt er fram a ad gen med skilgreind hlutverk i énaemi

mannsins séu einnig naudsynleg fyrir mikilveega proskunarferla & fésturskeidi.

1.3.3 Serin proteasar lektinferilsins; MASPs

MBL, fikélin og CL-11 mynda floka med fimm sameindum; premur ensimum (MASP-1, MASP-2 og
MASP-3), og tveimur protinum sem eru an serin préteasa svaedis (MAp44 (einnig pekkt sem MAP1)
0og MAp19 (eda sMAP)) (75-80). Mynd 4 synir byggingu flbkans. bpegar MBL eda fikolin bindast
sameindamynstrum & yfirbordi o6rvera virkjast ensimin og reesa komplimentkerfid. MASP-2 er
lykilensim lektinferilsins og klyfur C2 og C4 (81). Hlutverk MASP-1 er ekki jafn vel pekkt og hlutverk
MASP-3 i virkjun lektinferilsins er sémuleidis 6ljost. Talid er ad MASP-3, MAp44 og MAp19 gegni
einhvers konar stjérnunarhlutverki i virkjun lektinferilsins (79, 82, 83). Synt hefur verid fram a ad lifrin
er helsti tjaningarstadur allra MASP ensima en pau eru einnig tjad & fleiri st6dum eins og sést i
fylgiskjali 1 (84). Til vidbotar hafa fundist visbendingar um hlutverk MASP i heilastarfsemi (85).

Hlutverkum pessara prétina og ensima verdur nanar lyst i eftirfarandi kéflum.

Ficolin(or MBL)/MASPs

e /sSMAP complex
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Mynd 4. FI6kinn sem reesir kompliment gegnum lektinferilinn. MASP prétinin (MASP-2, sMAP, MASP-
3, MASP-1 og MAP44 (vantar a myndina)) eru bundin annadhvort MBL, CL-11 eda einu af premur
fikélinum (1-3) i sermi. MBL og/eda fikélin (1-3) pekkja sérhaefd sameindamynstur & yfirbordi érvera
0g bindast peim. Vid pad virkjast MASP-2 sem klyfur C4 og C2 og raesir kompliment (86).



1.3.3.1 MASP1/3 og MAp44

MASP1/3 genid er stadsett a litningi 3q27-28 (87, 88). Genid er um 50 kb og stendur saman af 18
Gtrédum eins og sést a mynd 5. Genid skrair fyrir premur prétinum; tveimur serin préteésum (MASP-1
0og MASP-3) og protini sem er ymist pekkt sem MAp44 (MBL-associated protein of 44 kDa) eda MAP1
(MBL-associated protein 1) (Mynd 5).

Ymsir erfdabreytileikar eru pekktir i MASP1/3 geninu (89). Ekki hafdi p6 verid synt fram & tengsl
peirra vio 6neemisfreedilega galla eda sjukdéoma fyrr en ario 2011, en pa kom fyrst fram ad
stokkbreytingar i Gtréd 12 (Asamt stokkbreytingu i COLEC11 geninu) tengdust 3MC syndrome (74).
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Mynd 5. MASP1/3 genid skrair fyrir tvemur serin protedsum og einu protini an serin proteasa
svaedisins (20).

MASP-1 getur klofid C2 (b6 ekki eins skilvirkt og MASP-2) en pad getur ekki klofid C4. Sértaek
hvarfefni MASP-1 hafa ekki verid skilgreind og pvi litid vitad um hlutverk MASP-1 i komplimentkerfinu.
Hugsanlega magnar MASP-1 upp komplimentvirkjun sem er ad mestu midlud af MASP-2, med pvi ad
kljafa C2 (90-92). MASP-1 er myndad i lifur og smapormum og medalstyrkur pess i plasma er um 1
pg/mL (93, 94).

Hlutverk MASP-3 i lektinferlinum er litt pekkt. Talid er ad proteasinn keppi vio MASP-2 um bindingu
vio MBL. Ekki er buid ad sanna pa kenningu, en einstaklingar med MASP-2 skort hafa heerri styrk af
MASP-3 sem stydur tilgatuna (76),(95). MASP-3 finnst fyrst og fremst i floka med fikdlin-3 og synt
hefur verid fram & in vitro ad pad getur hindrad fikolin-3 midlada komplimentvirkjun (82). Medalstyrkur
MASP-3 i sermi er 5,2 yg/mL og styrksbilid er 1,8-10,6 pg/mL (93). MASPS3 er tjad i lifur en tjaning
hefur fundist vida um likamann svo sem i brisi, beinagrindarvédvum, milta, hdstakirtli, blédruhéalsi og
eggjastokkum (84). Nylegar rannsoknir syna fram a ad MASP-3 gegnir mikilveegu hlutverki i
proskunarferli mannsfosturs (4). Stokkbreytingar i MASP1/MASP3 eru undirliggjandi orsék 3MC

heilkenna i ménnum (74).



MAp44 (MAP-1) prétininu var lyst arid 2009 (79, 80). betta 44 kDa prétin er ekki serin préteasi
(Mynd 5) og pannig 6likt hinum prétinum MASP1/3 gensins. MAp44 finnst helst i floka med fikélin-3
en einnig med fikélin-2 og MBL (96). Liklega keppir MAp44 vid MASP-2 um bindingu vid MBL og
fikélin og hindrar pannig komplimentvirkjun (79). Medalstyrkur MAp44 i sermi er 1,7 ug/mL og
styrkshilid 0,8-3,2 pg/mL (93). Tjaning MAp44 pykir svipa til tjaningar MASP-3. MAp44 er tjad i hjarta-

og beinagrindarvédvum, en einnig er veik tjaning i lifur (79).

1.3.3.2 MASP2 og MAp19

MASP-2 genid er stadsett & litningi 1p36.23-31 (21). Genid skrair fyrir tveimur protinum, serin
préteasanum MASP-2 auk prétinsins MAp19 (MBL associated protein of 19 kDa) sem einnig er pekkt
sem sMAP (small MBL associated protein) (Mynd 6).

[/ (2)/3]/ @)/ 5)/ e/ [/ E)/E)/m0)/ [/ 12 I

Map19 'éua 1-@
- T T I

Hoeavy chain

vActivation site Disulfide bond

Mynd 6. MASP2 genid skrair fyrir tveimur afurdum, MASP-2 og MAp19 sem er an serin proteasa
sveedisins (20).

MAPp19 (sMAP) prétininu var lyst arid 1999 (77, 97). Byggingu pess var svo lyst arid 2004 (Mynd 6).
Tvo 19 kDa MAp19 mynda tvilidu i sermi og bindast kalsiumhad vid MBL og fikélin-2 (98, 99). Eins og
MAp44 hefur protinio ekki serin préteasa virkni (Mynd 6) og hlutverk pess i raesingu lektinferilsins er
Oljést (94). Tilgatur voru um ad prétinio keppti vid MASP-2 um bindingu vid MBL/fikélin til ad hindra
virkjun lektinferilsins, en synt hefur verid fram 4 ad svo er ekki (83). MAp19 er fyrst og fremst tjad i

lifrarfrumum og styrkur pess i sermi er 1.4 ug/mL (83).

Medal serin préteasa hefur hlutverk MASP-2 verid mest skilgreint og ljést ad pad gegnir mikilvaegu
hlutverki i lektinferlinum (58). MASP-2 er meginvidfangsefni pessarar ritgerdar og verdur pvi farid

ytarlega i pennan serin proteasa i kafla 1.4.
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1.4 MASP-2

MASP-2 er hugsanlega mikilvaegasti serin proteasi lektin leidarinnar og hlutverk pess skiptir miklu mali
fyrir framgang lektinferilsins (100). MASP-2 var fyrst lyst arid 1997 (78). [ stuttan tima var tali® ad um
serin préteasann Cls i klassiska ferlinum veeri ad reeda par sem pessir tveir préteasar eru beaedi
svipadir ad gerd og hafa somu hvarfefni (C4 og C2). Sidar var synt fram & ad MASP-2 er nokkud
frabrugdinn MASP-2, baedi i virkni og samsetningu (20, 101). MASP-2 er med mun meiri hvatavirkni
en Cls auk pess sem pad getur virkjast sjalfkrafa og raest lektinferilinn an adstodar fra 6drum
préteasea, Olikt Cls (102).

1.4.1 Bygging MASP-2
i sermi er MASP-2 & formi tvilidu (e. homodimer) og finnst i reesifloka lektinferilsins (Mynd 4).
Byggingu préteasans er lyst & mynd 7 og er byggingunni skipt i tvo hluta; N-enda sveedi (an

hvatavirkni) og C-enda sveedi (med hvatavirkni) (103).

Byggingu N-enda sveedisins er lyst & mynd 7. A peim hluta proteasans fara fram tengsl og
samskipti vid dnnur svaedi eins og lyst verdur nanar i pessum kafla (104, 105). CUB svadin eru 110
aminosyrur ad lengd og EGF sveedid 50 amindsyrur ad lengd (4). EGF svaedid er med bindistad fyrir
kalsium en eitt og sér hefur svaedid laga saekni i kalsium. CUB sveaedin eru talin auka bindisaeknina
(59, 104).

MASP-2 myndar tvilidu um N-enda sveedid eins og synt er & mynd 8. b4 tengjast CUB1-EGF
svaedi tveggja MASP-2 préteasa saman. Myndun tvilidu er 6had kalsium en kalsiumbinding er pé talin
adstoda vid ad gera tvenndina stéduga (104, 106). Svo virdist sem adeins fyrstu tvé sveedin (CUB1-

EGF) séu naudsynleg i myndun tvilidu (107).

Tvilidan bindst vid langa stongulinn & MBL og/eda fikolinum (Mynd 8). CUB1 hefur sterka seekni i
MBL/fikélin og CUB1-EGF er lykilsvaedio i bindingu vid langa stdéngul prétinsins, svipad og i myndun
tvilidu (108). bessi binding er kalsiumhad og vid bindingu kalsiumjéna verour sameindin baedi stodugri

auk pess sem talid er ad bindingin verji sameindina gegn prétinrofi (e. proteolysis) (59, 104).

N-enda svaedi (an hvatavirkni) C-enda svaadi (med hvatavirkni)
CUB1 EGF CUB2 cce1 | cep2 ]. Serin préteasa svaedi - SP

Virkjunar peptid

Mynd 7. Bygging MASP-2. N-enda sveedid stendur saman af tveimur CUB sveedum (C1r/C1s,
embryonic sea Urchin protein [Uefg] og Bone-morphogenetic protein 1 [Bpm1]) og einu EGF svaedi
(epidermal growth factor) i samsetningunni CUB1-EGF-CUB2. C-enda sveedid stendur saman af
tveimur adliggjandi CCP sveedum (Complement Control Protein; CCP1 og CCP2) og einu serin
proteasa svaedi (SP). Myndin er fengin fra Thiel og félégum og hefur litillega verid breytt (103).
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I C-enda svaedinu & sér stad hvatavirkni préteasans. Mynd 7 synir byggingu sveedisins; tvo

adliggjandi CCP svaedi, sem hvort um sig eru 60 as ad lengd og svo eitt serin préteasa svaedi (103).

SP svaedid sér um ad kljifa C4 og C2, sem er eitt mikilveegasta skrefid til ad koma af stad seinni
skrefum lektinferilsins. SP sveedid getur klofid C2 eitt og sér. Til ad kljufa C4 eru pé allir peettir C-enda
sveedisins naudsynlegir (81). Vid klofning C4 er liklegt ad CCP svaedin komi med vidbétar bindiset fyrir
C4 til ad magna upp seekni SP sveedisins i C4 (81, 109). Liklega bindast C4 og C2 vid préteasann &
mismunandi stédum (110).

SP sveedid tengist CCP2 med sveigjanlegu virkjunarpeptidi (Mynd 7) (4). Tengslin eru baedi sterk
og sveigjanleg sem skiptir mali fyrir virkni proteasans. Atta yfirbordslykkjur i SP svaedinu studla ad
mikilli sérteekni i bindingu MASP-2 vid hvarfefni sin (111).

o T L ONO O

MASP-2

MBL / Fikélin

Ca 2+

Mynd 8. | N-enda sveedinu (CUB-EGF-CUB) mynda tveir MASP-2 préteasar tvilidu sem bindst vid
MBL eda fikdélin (107). Myndinni hefur verid litillega breytt (104).

1.4.2 Virkni MASP-2

Tviliou MASP-2 myndar fl6ka vio MBL/fikélin eins og sést vel & mynd 9 (4). bar sést hvernig C-enda
svaedid skagar Ut og sér um hvatavirkni serin proteasans. MASP-2 getur virkjast sjalfkrafa og klofid C4
og C2 eitt og sér, en MASP-1 getur einnig bundist vid og klofi® C2 og magnad pannig upp virkjun
lektinferilsins (92).

Mjog faar rannsoknir hafa lyst sjalfkrafa virkjun MASP-2 og ekki er vitad nakveemlega hvad pad er
sem gerist (90). Uppi voru getgatur um ad CRD sveedin breytist er MBL bindst vid yfirbord érvera, med
peim afleidingum ad pau sendu merki til MASP sem leidi til virkjunar. Rannséknir & CRD hafa p6 synt
fram & ad hugsanlega sé pad ekki raunin (59, 112). | dag pykir liklegra ad breytingar i byggingu
flokans pegar hann bindst vid drverur leidi til virkjunar & MASP-2 (Mynd 10). Talid er ad med breyittri
afstddu CRD breytist jafnframt afstada MBL/fikdlin fjollida auk annarra protina i flokanum i framhaldi af
pvi. Pannig myndi bygging préteasans breytast, hann fara & virkt form og geta pannig bundist vid og
klofid hvarfefni sin (59). | pessari sjalfkrafa virkjun skiptir liklega sveigjanleiki virkjunarpeptidsins (Mynd
7) miklu mali vardandi pad ad faera protinid i rétta afstodu. A mynd 10 sést hvernig MASP-2 skagar Ut

ur virka flokanum (59). bannig verda bindistadir pess hugsanlega opinberadir og proétinid virkt.

Med kraftsja (e. atomic force microscopy) hefur verid synt fram & breytta byggingu MBL vid virkjun.
P& sast ad radbrigdi MBL lengist pegar pad bindst vid érverur (113). Ekki er p6 buid ad syna fram & ad

petta sé lykilskref i sjalfkrafa virkjun flékans.
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Mynd 9. MBL/Fikdlin i floka med MASP-2 tvilidu bindast sameindamynstrum & yfirbordi 6érvera. SP
sveedi MASP-2 skagar Ut ar flokanum og klyfur C4. Myndinni hefur verid litillega breytt (4).

MASP-2 hefur adeins fa nattaruleg hvarfefni; forensim MASP-2, C2, C4 og C1 hindra (111, 114).
Pad bendir til pess ad sérheefnin i bindingu préteasans vid hvarfefni sé mikil og adgengi hvarfefna ad
bindisetum mjog takmarkad. barna er talid ad virkjunar peptioid og yfirbordslykkjurnar hafi mikilvaegt
hlutverk. Liklega tekur virkjunar peptidid patt i ad takmarka adgang ad bindistédum préteasans og
sveigjanleiki pess hefur hugsanlega hlutverk vid koma préteasanum a virkt form (110, 111). Einnig
takmarka étta yfirbordslykkjur i SP sveedinu adgang ad bindistodum MASP-2 (101, 111). Lykkjurnar

eru mjog sveigjanlegar og afstada peirra breytist liklega med préteasanum pegar hann fer 4 virkt form.

Pegar proéteasinn virkjast sjalfkrafa fara af stad ymis ferli svo ad MASP-2 geti bundist vid og klofid
C4. b4 er fidlpeptidkedjan klofin & arginine-isoleucine tengi (sem er stadsett & milli virkjunar peptidsins
0g SP sveedisins; sjd & mynd 11) med peim afleidingum ad kedjan skiptist i tvo hluta, A-kedju og B-
kedju. Kedjurnar haldast saman med disulfidtengjum milli C434 i virkjunarpeptidshlutanum og C552 i
SP sveedinu, en svaedid er merkt & mynd 11 sem tveir storir punktar med linu a milli peirra (111),
(103). Baedi SP og CCP svaedin hafa hlutverk i ad kljufa C4. Amindsyran Lys342 sem stadsett er i
CCP1 er talin hafa mikilvaegt hlutverk i bindingu vid C4 (105). Auk pess er hugsanlegt ad virka setid
(e. exosite) sé stadsett a CCP1 og CCP2, hafi hlutverk hlutverk i klofningi & C4 (115).

bPegar C4 klofnar afhjapast thioester tengi & C4b, sem hvarfast vid hydroxyl eda aminéhopa a
yfirbordi naleegra sykla (116). ba bindst C4b med samgildum tengjum vid yfirbordid og athadar
syklana (105). C4a svifur hins vegar i burtu sem bodefni. Vid C4b bindst C2 sem hefur einnig verid
klofid af MASP-2. Vi@ yfirbord drverunnar situr pvi fast C4b2a, sem C3 konvertasi og seinni skref

lektinferilsins geta att sér stad (116).

Zymogen complex Active complex Activated complex
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Mynd 10. Talid er ad bygging raesiflékans breytist er hann bindst vido yfirbord 6rvera, sem leidi til
sjalfkrafa virkjunar MASP-2 (59).

13



1.4.3 MASP2 genid
MASP2 genid er stadsett & litningi 1p36.23-31 og er um 20 kb. bad er 2,5kb mRNA sem tjair 76 kDa
MASP-2 protin og 1,0 kb mRNA sem tjair 19 kDa MAp19 prétin. MASP2 er tjad i lifur og MASP-2

protinid finnst i sermi og plasma (21).

MASP2 genid stendur saman af 12 Gtrddum eins og sést a mynd 6. Tjaningu gensins er stjornad af
STAT3 (Signal transducer and activator of transcription 3), IL-1b (interleukin-1b) og IL-6 (100). MASP-
2 og MAp19 eru ad miklu leyti myndud Gr sému protineiningum og skrad af sému Gtrédum. Utréd 1 og
Utrdd 2 skra fyrir merkiréd (e. signal peptide), endirinn & Gtréd 2 og Gtréd 3 skré fyrir CUB1 svaedi auk
pess sem Gtrod 4 skrair fyrir EGF-likt svaedi. Utréd 5 er hins vegar einstok i MAp19, en par fer fram
valvirk splaesing, auk pess sem bzett er poly-A hala vié frumritid. Utrodin skrair ad auki fyrir fiorum C-
enda amindsyrum sem eru adeins i MAp19. Utréd 6 og 7 skra fyrir CUB2 svaedinu og Gtradir 8-11 skra
fyrir badum CCP protinunum. Utréd 12 skrair fyrir SP svaedi MASP-2 og inniheldur 3‘ 6pytt svaedi sem
er adeins i mMRNA MASP-2 proteasans (21). MASP2 erfist A-litnings vikjandi (67).

1.4.3.1 Stokkbreytingar i MASP2 geninu

Fjolpeptiokedja MASP2 er myndud Ur 686 amindsyrum, par af er 15 aminésyru l6ng merkirdd sem er
stundum ekki tekin med i heiti stokkbreytinga. Pannig getur baedi p.D105G og p.D120G att vid um
soému stokkbreytinguna. Algengast er pé ad telja merkirddina med. Fjolda stokkbreytinga hefur verid
lyst i MASP2 geninu og verdur nokkrar peirra taldar upp beedi i eftirfarandi kafla og i Toflu 2.

Q G L R dupCHNH160-163 A H

g4 & 4 4 2 2 PR

R99 D1<’1 26 I-KSS /CHNH1 56-159 V377 ry Ri:ga ion cleavage

| cuB1 | EGF I CcuB2 I CCP1 I CCP2 L_ Serine Protease Domain

Activation peptide

Mynd 11. Daemi um stékkbreytingar i MASP2 geninu (103).

I N- enda sveedinu hafa fundist ymsar punktstokkbreytingar og pa sér i lagi i CUB1. Nokkrum peirra

er lyst A mynd 11, en margar stokkbreytinganna eru ekki taldar hafa ahrif & virkni lektinferilsins.

p.P126L er talin valda lagum styrk MASP-2 i sermi. Arfhreinir einstaklingar um stokkbreytinguna
hafa meelst med lagan MASP-2 styrk in vivo og in vitro tilraunir med p.P126L radbrigdi hafa synt fram
a hid sama (117, 118). p.R99Q stokkbreytingin i CUB1 er talin tengjast heerri styrk MASP-2 en pad er
ekki talio hafa ahrif & virkni lektinferilsins. In vitro radbrigdi hafa t.d. synt edlilega virkni ferilsins (117,
118). Samseetutioni p.R99Q er 0,14% i donsku pydi. p.D120G stokkbreytingin veldur pvi ad MASP-2
getur ekki bundist vid MBL auk pess sem préteasinn meelist ekki i sermi (95). | EGF sveedinu hefur
CHNH rodin verid vel vardveitt (sérstaklega CHN156-158), en talid er ad stokkbreyting par hafi ahrif &
kalsiumbindistadinn og par med tvilidun MASP-2 (99, 118).
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I C-enda svaedinu hefur punktstokkbreytingum einnig verid lyst. Stokkbreytingin p.V377A er talin
hafa verid lengi vid lydi. Stokkbreytingin gerist i Utr6d 10 og er talin valda lsekkudum MASP-2 styrk i
sermi (118). Ekki hefur verid synt fram & virknibreytingu in vivo en in vitro radbrigdi af p.V377A voru
ekki frabrugaoin radbrigdivilligerd med tilliti til virkjunar komplimentkerfisins (103). Samseetutionin er 1%
i donsku pydi (118). p.R439H stdkkbreytingin a sér stad i virkjunarpeptidi préteasans og virdist minnka
virkni MBL-MASP2 flékans. Stokkbreytt MASP-2 getur bundist vid MBL/fikélin en préteasavirknin
virdist skert svo flokinn klyfur C4 ekki négu skilvirkt. Stokkbreytingin er einstok ad pessu leyti en ekki
er buid aod skilgreina kliniskt mikilveegi stokkbreytingarinnar (103, 119).

Tafla 2. Samsaetutidni stokkbreytinga i MASP2 geninu, pekkt ahrif og dreifing eftir pydum.

O a cc
pe a PYO DYO
pre 0 O
p.T88M Ekki pekkt ahrif SA-Afrika (Mdsambik) (117) 173 2,90%
Afrika (sunnan Sahara) (120) 15 13,33%
SA-Afrika (Mésambik) (117) 173 12,7%
Afrika (Sambia) (118) 194 8,2%
p.R99Q Haerri styrkur MASP-2 i sermi. N-Afrika (Arabar) (120) 50 1%
(103,117, 118) Amerindianar (Brasilia) (118) 324 0,3%
Danir (118) 350 0,14%
Intitar (V-og A- Graenland) (118) 137 0%
Spanverjar (120) 104 0%
N-Afrika (Arabar) (120) 50 2%
p.R118C Liklega engin &hrif (117) Spanv.erjfa\lr, Danir, Ir.151|tar (118), (119) 591 0%
Amerindianar (Brasilia) (118) 324 0%
Afrika (sunnan Sahara og Sambia) (118, 120) | 209 0%
Danir (118) 350 3,9%
Inuitar (V-Graenland) (118) 41 3,7%
- il 0,
Getur ekki bundist MBL i sermi N Afrlka'(Arabar) (120) >0 2%
p.D120G Bvirkur lektinferill (103) Spanverjar (120) 104 1,44%
Afrika (sunnan Sahara og Sambia) (118, 120) | 209 0%
Inuitar (A-Graenland) (118) 96 0%
Kinverjar (Hong Kong) (118) 573 0%
SA-Afrika (Mdsambik) (117) 173 25,4
P1261 Leegri styrkur MASP-2 i sermi Afrlka} (Sambia) (118) 194 1?%
= Skert komplimentvirkni N;A:Itrlka (Arabar) r(1120) >0 4?’
(103), (117, 118) A rll a (s_unnan Sahara) (120) 15 0%
Spanverjar (120) 104 0%
Asia (149) 376 19%
Afrika (Sambia) (118) 137 16,8%
Afrika (sunnan Sahara) (101) 15 14-17%
, . Intitar (A-Graenland) (118) 96 7,3%
p-V377A kakaa("lr OS;y;';L;r)' sermi. Amerindianar (Brasilia) (118) 324 |42%
’ N-Afrika (101) 50 4%
Danir (118) 350 1%
Intitar (V-Graenland) (118) 41 0%
Minni virkni MBL-MASP2 Al (Sl e L) 269 119%
R439H komplexins i sermi. Afrl{ka (sunna’n Sahara) (103) 120 13,2Aa
P- Laegri styrkur MASP-2 i sermi Afrl!(a (San?bla) (103) 194 9%
(103, 119) Evropa, Asia (103) 300 0%
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1.4.3.2 Dreifing erfdabreytileika a milli pjoderna

I Toflu 2 eru teknar saman birtar upplysingar um tidni tiltekinna samsaeta i mismunandi pydum og
pbekkt ahrif peirra. | afrisku pyai hafa t.d. fundist margar stokkbreytingar og oft eru peer i harri tidni.

| afriska pydinu ,sunnan Sahara“ voru 15 einstaklingar fra Gueniu, Senegal, Mali, Uganda, Nigeriu,
Filabeinsstréndinni og Gambiu. Allir einstaklingarnir fra Nordur Afriku voru arabar og um helmingur
peirra var frA Marakké. Hafa ber i huga ad einstaklingar Ur pessum tveimur pydum voru ekki heilbrigdir
blédgjafar heldur einstaklingar sem séttu sjukrahisid i Barsel6na af 6étilgreindum orsékum (120).
Somuleidis stod pydi fra Mésambik saman af bérnum & spitala. Um helmingur peirra haféi malariu og
35% voru med pneumokokka (117).

Stokkbreytingin p.R99Q er aberandi i afriskum pydum, sérstaklega sunnan vid Sahara (a bilinu 8-
13,3%). V.377A hefur dreifst vida en hefur litid sést i evrépsku pydi. p.R439H stokkbreytingin er mjog
algeng i afrisku pydi sunnan vid Sahara en hefur hvorki fundist i evropsku né asisku pydi (119). |
pydum utan Afriku virdast stokkbreytingar ekki vera i jafn yfirgnaefandi hérri tioni og sést innan Afriku,
p6 margar séu tiltdlulega algengar.

I evrépsku pydi virdast p.R99Q, p.D120G og p.V377A vera helstu stokkbreytingarnar. bar af er
p.D120G algengasta stokkbreytingin og hefur fundist i hvitum evréopskum pydum, einstaklingum fra V-
Graenlandi og einnig i N-Afrikubdum (100, 118). In vitro rannséknir hafa synt ad p.D120G getur ekki
bundist MBL/fikélinum og ekki heldur raest lektinferilinn. Hins vegar gatu p.R99Q og p.V377A vegar
klofio C4 & sambeerilegan hatt og MASP-2 af villigerd (103, 118). Niu af fimmtan skortseinstaklingum i
donsku pydi (hér flokkad sem MASP-2 styrkur <200 ng/mL), voru arfblendnir um p.D120G (100).

1.4.3.3 Haplétypur MASP2 gensins
Nylega var 10 haplétypum lyst i MASP2 geninu. Tengslatréd (Mynd 12) synir hvada stokkbreytingar
erfast saman og mynda haplétypur (100). bar sést hvernig p.P126L og p.R439H stokkbreytingar erfast

saman og mynda haplotypu *1C2-l. Somuleidis erfast ¢.1945560C>A, p.D120G, p.D371Y og
g.1965475C>T saman og mynda haplétypu *2B2B-I (100).
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Mynd 12. Tengslatréd synir hvernig stokkbreytingar i MASP2 geninu mynda haplétypur. Haplotypan
*1A er villigerd (100).
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Mynd 13 synir hvernig haplotypurnar tengjast mismunandi MASP-2 styrk i sermi. Heiti
haplotypunnar gefur til kynna hvort punktstokkbreytingar sem fylgja hapldtypunni valdi haum (-h),
medal (-i) eda lagum (-I) MASP-2 styrk i sermi. Algengasta haplétypan er *2B2A-i og hafa um 60-70%
danskra einstaklinga pa haplotypu (100). Asetla mé Gt fra mynd 13 ad einstaklingar sem eru arfhreinir
um pa haploétypu hafi styrksbil a milli 150-700 ng/mL. Naest algengasta hapl6typan i dénum er *1B1-h,
og er aeetlad ad han finnist i 15% danskra einstaklinga. Myndin synir ad haplétypan *2B2B-l, sem m.a.
p.D120G erfist med, tengist laegri MASP-2 styrk i sermi (100).
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Mynd 13. Haplotypurnar tengjast MASP-2 styrk i sermi. Myndinni hefur verid litillega breytt (100).

1.4.3.4 p.D120G stokkbreytingin: Ahrif in vivo og in vitro

Arid 2003 var fyrsta einstaklingnum lyst sem var arfhreinn um p.D120G punktstokkbreytinguna (95). |
aesku haféi hann verid nokkud heilbrigdur par til hann greindist med séraristilbélgu (e. ulcerative
colitis) pa prettan ara ad aldri. Er hann var 29 ara greindist hann med regnbogarodasott (e. erythema
multiforme bullosum) og & milli 28-30 ara greindist hann a.m.k. prisvar med alvarlega pneumokokka
lungnabolgu. I eitt skiptid fylgdi lungnabdlgunni pad alvarleg blodsyking ad hann purfti & langvarandi
og mikilli adhlynningu ad halda. Til vidbotar greindist hann med stigheekkandi lungnatrefjun (e.
progressive pulmonary fibrosis) a sama timabili auk pess sem hann var liklega med rauda Ulfa
(Systemic Lupus Erythematosu; SLE) ad auki.

Liklegt pétti ad einstaklingurinn hefdi einhvers konar 6neemisgalla. b6 var 6ljést hvad pad var sem
var ad hrja hann. Hann haféi litla virkni i klassiska og styttri ferlinum. MBL styrkur i sermi var edlilegur
en virkniprof & MBL/MASP-2 flokanum syndi ad lektinferillinn var Ovirkur. P& var skimad eftir MAp19
0og MASP-2 i sermi hans en hvorugt fannst. begar radbrigdi af MBL var beett i sermi hans hélst
lektinferillinn enn Gvirkur, en eftir ad radbrigdi af MASP-2 var beett i sermid vard ferillinn virkur. Skortur
a MASP-2 var pvi talinn vera undirliggjandi orsok sjukdoémsségu hans. Vié radgreiningu a MASP2
geninu sast ad einstaklingurinn var arfhreinn um stékkbreytinguna p.D120G. Svipgerd stokkbreytingar-

innar ma sja & mynd 14 (95).
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Mynd 14. Svipgerd p.D120G stokkbreytingarinnar er had genaskdmmtun: ,gene-doze dependent”.
Arfblendnir einstaklingar hafa leekkadan MASP-2 styrk i sermi (um 45% laegri) og arfhreinir ekkert
meelanlegt MASP2 i sermi (95).

Sjo arfhreinum einstaklingum hefur verid lyst til vidboétar. beir fundust allir pegar skimad var fyrir
stokkbreytingunni i dkvednum sjuklingahopum. bar af var premur bérnum lyst; einn drengur i hop
poélskra barna sem pjast af endurtekinni lungnabdlgu (N=335) (66), annar poélskur drengur i hop barna
med endurteknar sykingar an ofnaemis (N=135) (63) og stulka med alvarlegan lungnasjakdom i hép
Dana med slimseigjusjukdém (e. cystic fibrosis) (N=894) (121). Til vidboétar hefur verid lyst
einstaklingum i breskum og skoskum psoriasis h6p (N=894) (122), i ddnsku ristilkkrabbameinspydi
(N=593) (123) og tveimur konum i spaensku heilbrigdu pydi. betta heilbrigda pydi haféi verid notad
sem vidmio pegar skimad var fyrir stokkbreytingunni i lungnabdlgupydi (CAP, Community Acquired
Pneumonia) (N= 805) (124). Thiel og félagar tilgreindu arid 2007 ad tveir til vidbotar hefou fundist med
stokkbreytinguna eftir ad hafa verid lagdir inn & lungnadeild spitalans i Aarhus (118). Peir Iétu p6
engar nanari upplysingar um einstaklingana fylgja og enn hafa ekki verid birtar nidurstédur Ur peirri

rannsokn.

p.D120G stokkbreytingin er i Utréd 3 i MASP2 geninu og hefur ahrif & CUB1 sveedi MASP-2
prétinsins (Mynd 6 og 11). Stokkbreytingin veldur pvi ad amindsyrunni aspartic acid (GGC), er skipt Gt
fyrir glycine (GAC) & leif (e. residue) 120 (Aspl20Gly) (95). Aspartic acid tekur patt i ad mynda
kalsiumbindistad proteasans og er vel vardveitt i pessari stadsetningu i 6llum premur prétedsum
lektinferilsins (95, 104). bessi breyting i bindistad kalsiumjénanna fra surri (e. acidic) i hlutlausa
aminésyru hefur afgerandi ahrif a virkni protinsins. Stokkbreytingin gerir MASP-2 ékleift ad bindast vid
MBL og fikélin i einstaklingum sem eru p.D120G arfhreinir (95, 117, 118). betta hefur verid stadfest
med radbrigdi af p.D120G (95, 125). Stokkbreytingin virdist til vidbotar hafa ahrif & styrk MASP-2 i
sermi, en svipgerd stokkbreytingarinnar er hdd genaskdmmtum (e. gene-doze dependent) eins og
mynd 14 synir mjég skyrt. | arfblendnum einstaklingum er MASP-2 styrkur i sermi um helmingi laegri
en styrkur einstaklinga af villigerd (daetla ma ad styrkur arfblendinna sé upb 200 ng/mL). Einstaklingar

sem eru arfhreinir um p.D120G hafa ekkert meelanlegt MASP-2 i sermi (95).

18



Talid er ad 0,15-0,3% Evropubta séu arfhreinir um stokkbreytinguna (118). | donsku pydi er tidni
arfhreinna aeetlud 1:1000 (0,1%). begar skimad var eftir stokkbreytingunni i dénsku pydi voru 27
arfblendnir um stokkbreytinguna af 350 heilbrigoum bl6dgjofum (7,9%). Samseetutioni medal
heilbrigdra Dana er pvi deetludé 0.039 (94, 125).

1.4.4 Styrkur MASP-2 i sermi

Medalstyrkur MASP-2 hefur verid kannadur i akvednum pydum. Styrkurinn meeldist leegstur i Afriku, i
Sambiu héfou 19% einstaklinga MASP-2 styrk undir 100 ng/mL og var medalstyrkurinn par 196
ng/mL. Fimm prosent Kinverja og tvd prodsent ameriskra indiana fra Brasiliu hofou MASP-2 styrk <100
ng/mL (medalstyrkur 262 ng/mL og 290 ng/mL). Medalstyrkur er nokkud haerri i heilbrigdu doénsku
pydi, en MASP-2 i sermi fullordinna dana er 416 ng/mL med styrksbilid 125-1150 ng/mL (118). Um
4,4% danskra einstaklinga hafa meelst med MASP-2 styrk & milli 2100 og 200 ng/mL. Um 15% i sama
pydi hafa MASP-2 styrk yfir 590 ng/mL (100).

Tafla 3 synir hvernig styrkurinn er breytilegur eftir aldri i dénskum heilbrigdum einstaklingum (30).
Styrksbilid er heest i bornum undir 8 ara aldri en medalstyrkur MASP-2 neer hamarki i fullordnum (29,
30, 118).

Tafla 3. Styrksbil MASP-2 eftir aldursskeidum i hvitu heilbrigdu pyai (30).

Aldursbil Styrksbil MASP-2 (ngimL) Medalgildi (ng/mL)
Nyburar (eftir <37 vikna medgéngu) <5 -350 13
Nyburar (eftir 37-41 vikna medgéngu) <5 -494 126
Nyburar (>42 vikna) — 8 ara <13 -1980 371
8 ara - <16 ara 58 — 845 273
Fullordnir 125 - 1150 416

Vidmidunargildi (e. cut-off level) fyrir MASP-2 skort eru enn & reiki. Thiel og félagar akvéroudu ad
styrkur <100 ng/mL jafngildi pvi ad vera med MASP-2 skort (118) og sidar skilgreindu Boldt og félagar
MASP-2 styrk <200 ng/mL sem ,laekkadan styrk®. Sémuleidis hafa peir tilgreint einstaklinga med
MASP-2 styrk yfir 600 ng/mL sem MASP-2 ,offramleidendur” (102).

Greinilegt er ad skilningur og skilgreining & MASP-2 skorti er ekki komid i fastar skordur medal
visindasamfélagsins og litid er vitad um pydingu MASP-2 skorts i almennu heilbrigdi mannsins.
Arfhreinir einstaklingar um p.D120G eru ekki med meelanlegt MASP-2 i sermi og 6heaett ad fullyrda ad
slikir einstaklingar séu med raunverulegan skort. Einstaklingar sem eru arfblendnir um p.D120G
stokkbreytinguna eru med leekkadan MASP-2 styrk i sermi (Mynd 14). b6 er ekki talad um pa sem
sem einstaklinga med skort, par sem synt hefur verid fram & ad lagur styrkur geti dugad til ad mynda
floka med MBL/fikélinum og virkja komplimentkerfid (103).
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1.4.5 Tengsl MASP-2 vid sykingar og sjukdéma

MASP-2 skortur var nylega flokkadur sem einn af medfaeddu 6neemisgéllum mannsins af "Inter-
national Union of Immunological Societies Expert Committee on Primary Immunodeficiencies" (67).
bar er hinsvegar ekki tekid fram hvada sermisgildi (ng/mL) er skilgreint sem skortur. Sjukdéma-
tengslarannsoknir sem liggja fyrir i dag um MASP-2 hafa midad ad pvi ad meela annadhvort styrk
MASP-2 i sermi, gera virknipréf a MBL/MASP-2 flokanum eda skima fyrir erfdabreytileika i MASP2

geninu. Hér & eftir er stiklad & ymsum slikum rannséknum.

1.4.5.1 Rannsoknir a tengslum breytileika i MASP-2 styrk vid sjukdéma

Synt hefur verid fram a ad nyrnapegar med lagan MASP-2 styrk (<148 ng/mL) eru i aukinni heettu 4 ad
fa Cytomegalovirus sykingu (CMV) skdmmu eftir adgerd (126). Born i krabbameinsmedferd med
MASP-2 styrk <200 ng/mL eru i markteekt aukinni heettu & ad fa hita og daufkyrningafeed (127). Til
vidbotar hefur verid synt fram a ad einstaklingar sem hafa fengid hjartadrep med blédpurrd (Ml:
Myocardial infarction) héfdu marktaekt laegri MASP-2 styrk en vidmid (128).

Skortur, eda lagt magn MASP-2 er p6 talinn verndandi i vissum tilfellum. Laekkud virkni raesiflokans
(vegna stokkbreytingarinnar p.R439H) virdist t.d. vernda konur fyrir pvi ad f& malariu & medgdongu
(119). Sykillinn Plasmodium falciparum sem veldur malariu hefur tilhneigingu til ad koma sér fyrir i
fylgju og fjolga sér par (e. placaental malaria), en genatidni p.439H var marktaekt laegri i konum med
malariu & medgongu (0.11) en peim i vidmidunarhop (0.19).

I ymsum krabbameinum hefur fundist haekkadur MASP-2 styrkur i samanburdi vid vidmid. | vef
einstaklinga med flégupekjukrabbamein hefur har styrkur verid tengdur vid haerri stig krabbameins og
aukna meinvarpamyndun (129). Har MASP-2 styrkur hefur einnig fundist i bérnum med ALL hvitblaedi
(Acute lymphoblastic leukemia), Non-Hodgkin eitilfrumukrabbamein sem og med exli i midtauga-
kerfinu (130). Haekkadur MASP-2 styrkur i bérnum med blédkrabbamein tengdist auknum lifslikum an
fylgikvilla (94, 131).

Nyburar med haan MASP-2 styrk eru i allt ad prisvar sinnum meiri haettu 4 ad f4 garna- og
ristilb6lgu (NEC). ELISA meelingar & naflastreng 32 barna gafu paer nidurstédur ad 56% hofou heerri
MASP-2 styrk (230 ng/mL, styrksbil <10-277ng/mL) samanborid vid 34% i viomidunarhop (N=64).
Hugsanlega veldur aukinn styrkur MASP-2 aukinni bolgumyndun i sermi, sem gerir nyburana
motteekilegri fyrir pvi ad f&4 garna- og ristilbélgu (132).

Einstaklingar med Chron’s hofou marktaekt heerri MASP-2 styrk (468 ng/mL) i samanburdi vid
heilbrigt pydi (416 ng/mL), en pé var ekki haegt ad tengja klinisk einkenni sjukdémsins vid heerri styrk
préteasans (133). MS (Multiple Sclerosis) sjuklingar hafa sémuleidis haerri MASP-2 styrk i samanburdi
vid vidmid (134, 135). bad hafa jafnvel fundist tengsl & aukinni virkni MBL-raesifléka og gedklofa (136,

137), b6 orsok tengslanna sé 06ljos (94).
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1.4.5.2 Rannsoknir a tengslum p.D120G vid sjukdéma

Skimad hefur verid eftir stokkbreytingunni i ymsum sjuklingapydum. Fyrsti arfhreini einstaklingurinn
sem var lyst arid 2003 var talinn hafa rauda Glfa (e. Systemic lupus erythematosus, SLE) (95). An pess
ad pad hafi sérstaklega verid tekid fram i greininni, hafa visindamenn sidan pa tulkad pad svo ad
p.D120G tengist aukinni hzettu & raudum ulfum. [ nylegri grein fra Boldt og féldgum er t.d. fullyrt ad
MASP-2 skortur sé undirliggjandi orsok m.a. raudra ulfa og vitnar par i Stengaard-Pedersen ofl. og
Schlapbach ofl. (95, 100, 127).

Einstaklingar med annadhvort p.D120G eda p.V377A virdast i aukinni heettu & andlati & gjérgaesliu.
begar skimad var eftir 31 mismunandi punktstokkbreytingum i 774 gjorgaeslusjuklingum voru
nidurstédurnar paer ad einstaklingar med p.D120G eda p.V377A héfou markteekt haerri danartioni a
spitalanum (52,9%) samanborid vid adra sjuklinga (38,2%) (138).

pratt fyrir ad arfhreinir einstaklingar hafi fundist i sjuklingahépum er ekki heegt ad fullyrda ad
stokkbreytingin hafi bein &hrif & pa sjukdéma sem um raedir. Slimseigjusjukdémur (CF, cystic fibrosis)
hefur &dur verid tengdur vid MBL skort, sumar rannsoknir hafa synt engin tengsl par & milli en adrar
tengja alvarlegri lungnasjukdém og minni lifslikur vio MBL skort (121, 139, 140). Skimad var eftir
p.D120G og MASP-2-styrk i donsku pydi med slimseigjusjukdom (N=109) (121). brétt fyrir ad einn
arfhreinn einstaklingur hafi fundist og stokkbreytingin talin hafa haft mikil ahrif a sjukdémseinkenni i
pbad skipti fundust ekki markteek tengsl & milli samsaetutioni stokkbreytingarinnar i einstaklingum meod
sjukdéminn og i heilbrigdu pydi (0.036 & méti 0.039) (125, 141). bad sama a vido um psoriasis, pratt
fyrir ad einn arfhreinn p.D120G einstaklingur hafi verid i psoriasis pydi virdist ekki sem tengsl séu milli
sjukdémarins og stokkbreytingarinnar i MASP2 geninu. Samseetutidni p.D120G i psoriasis hép var
ekki marktaekt frabrugdin heilbrigdum viomidum (0.0326 & méti 0.038) (122).

Til vidbotar hefur verid skimad eftir stokkbreytingunni i sjuklingum i lyfjamedferd vid mergaexli
(142), i brasiliskum einstaklingum med alvarlegan 6ssedalokuleka vegna gigtar (e. severe aortic
regurgitation of rheumatic etiology) (143) og brasiliskum sjuklingahép med gigtsétt (e. rheumatic fever,
RF) (144) an pess ad tengsl hafi fundist. Ristilkrabbameinspydi (sem &dur haféi verid tengt vio
haekkadan MASP-2 styrk (123)) var somuleidis skimad fyrir stokkbreytingunni en ekki fannst

marktaekur munur & samsaetutidni samanborio vid heilbrigt pydi (145).

1.4.5.3 Fleiri rannsoknir
Fleiri erfdabreytileikar MASP2 hafa verid rannsakadir i tengslum vid sjikdéoma en p.D120G. Synt hefur
verid fram a ad hafi liffeeragjafi og liffeerapegi mismunandi erfdabreytileika i lektinleidinni geeti pad
aukio haettu a bakteriusykingu, jafnvel dauda eftir lifrarigraedslu. Sama rannsékn syndi ad liffeerapegar
sem fengu igreedda lifur sem haféi stokkbreytingu i MBL2 (XA/O; O/O), FCN2 (+6359T) og i MASP2
(+371A) voru i 75% sykingarhaettu, en peir sem fengu lifur af villigerd voru med 18% sykingarheettu
(146).

Nokkrar rannséknir hafa verid birtar til vidbotar sem syna engin tengsl MASP-2 vid akvedna
sjukdéma, par & medal ma nefna heilkenni bradrar lungnabdlgu (SARS — Servere acute respiratory

syndrome) i kinversku pydi (147), flysjunarblédrusott (EPF, endemic pemphingus foliaceus) sem er
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landlaegur sjalfsofnaemissjukdémur i Brasiliu sem leggst & hid og slimhad (148), auk pess sem engin
tengsl fundust vid CAP lungnabdlgu (community accuired pneumonia) i ranns6kn sem minnst var & i
kafla 1.4.3.4. (124).

1.4.6 Meelingar & lektinferli komplimentkerfisins

Til eru ymsar adferdir sem notast méa vid til ad meela akvedna peetti lektinferilsins. Til ad meela styrk
vissra prétina i sermi er algengt ad notast vid ELISA adferd (Enzyme-linked immunosorbent assay).
pa er plata hidud med maétefni pess proétins sem leita & eftir i sermi. Haegt er ad hida med anti-MBL,
anti-MASP-2 eda anti-fikolin (-1/ -2/ -3) eftir pvi hvada styrkur pad er sem a ad meela. Pa eru
pynningar af sjuklingasermi settar & plétuna. Sameindir i sermi bindast vid métefnin sem brunnurinn
var hudadour med. T.d. ef ELISA platan er hidud med MBL situr MBL sameindin eftir bundin vid
plétuna pegar 6bundnar sameindir eru fjarleegdar. Métefnavakinn er pa fundinn med merktu ensimi
sem brevtir litlausri einingu i litada afurd. Pa méa meela ljésgleypni hennar og Gt fra pvi dkvarda styrk
MBL i sermi (149-152).

Haegt er ad meela virkni lektinferilsins i sermi. Virkniprof byggjast einnig & ELISA adferd, med sému
grunngildum og hér var lyst ad ofan. Platan er p4 hidud ymist med anti- MBL eda einu af premur

fikélinum og peer afurdir sem myndast vid virkjun meaeldar, t.d. C4b eda MAC (153).

Arfgerdagreining er notud til ad skima eftir pekktum stdkkbreytingum i erfdaefninu. Margar
arfgerdagreiningar notast vid kjarnsyrumoégnun (Polymerase chain reaction, PCR) sem byggir &
sértaeekum primerum og breyttu hitastigi til ad magna upp akvedid sveedi i erfdaefninu. Hvarfio fer fram
i premur skrefum. Fyrst er pad edlissvipting (e. denaturation), par sem hvarflausn er hitud gridarlega
mikid svo ad tvipatta preedir DNA adskiljast. Naest er pattapdrunar skref (e. annealing) par sem
hitastigio er laekkad tbluvert og sértaek primerapdr parast vid sitthvorn enda pess svaedis sem magna
&4 upp. | sidasta skrefinu, lenging (e. elongation) er hitastigid haekkad adeins svo ad DNA
polymerasinn verdur virkur og fer ad afrita radirnar a milli primeranna. Eftir eina umferd af pessum
skrefum hefur tiltekinn DNA butur tvofaldast. Par sem nymyndad DNA virkar sem mét i seinni hring
ferilsins, pa hafa eftir margar umferdir myndast yfir 10 milljén afrita af sveedinu sem magnad var upp.

Algengt er ad notast vid pessa adferd til ad rannsaka lektinferilinn (154, 155).
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2 Markmio

Ad kanna tidni p.D120G samseetunnar i MASP2 geninu i heilbrigdu pydi & islandi.
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3 Efni og adferair

3.1 Efnividur

Blodsynum (EDTA) ar 500 heilbrigdum blédgjofum var safnad & manadartimabili fra blé6dbankanum i
april 2010. Bl6dsynin fengu ndmer fra 1-500 og voru geymd vid -20°C par til gendmiskt DNA var
einangrad. Synunum var safnad an kennit6lu og ekki er haegt ad rekja pau til einstaklinga. Leyfi fékkst

fra Sidanefnd Landspitala Haskolasjukrahus (LSH) og Persénuvernd nimer 45/2009.

3.2 Einangrun DNA ur heilbl6di

Til eru fjiélmargar adferdir til ad einangra DNA Ur blédi og allar eru peer breytilegar hvad vardar
kostnad, tima og einfaldleika. | pessari rannsékn var notast vid hasaltsadferd til ad einangra DNA ur
heilbl6di (156). Adferdin felst i pvi ad salta Ut melt frumuprétin med mettadri saltlausn. Notast var vid
EDTA heilbléd. bessi adferd var valin par sem hun pykir 6dyr, 6rugg og gefa naegjanlegan hreinleika

fyrir kjarnsyrumégnun (PCR).

3.2.1 Framkveemd DNA einangrunar

A. Sprenging raudra blodkorna:

e 40mL af 1x raudblédkorna sundrunarlausn (Red cell Lysis buffer, RCL, sja
fylgiskjal) sett i 50 mL glas sem inniheldur um 5 mL af EDTA bl6di.
= Blandad varlega i 1 min med pvi ad velta glasinu.
= Spunnid nidur vid 2700 rpm i 10 min vid herbergishita.
= Floti hellt ofan af.
e Setja 1l mL af 1x RCL og pipettera upp og nidur.
e Setja 19 mL af 1x RCL.
= Blanda varlega i 1 min med pvi ad velta glasinu.

= Spunnid nidur vid 2700 rpm i 10 min vid herbergishita.

Floti hellt ofan af.

Lata glasid standa & hvolfi i 1 min til ad losna vid vokva.

B. Melting med préteinasa K:

e Leysa botnfallid med pasteur pipettu (eda 3mL transfer pipettu) i lausn af;
» 160 uL af 5x proteinasa K-buffer (sja fylgiskjal).
= 20 pL af préteinasa K (20 mg/mL leyst i eimudu H,0).
= 40 pL af 20% Sodium dodecyl sulphate (SDS).
» 320 pL af eimudu H,0.
e Flytjai 1,5mL eppendorfglas.
e Synin sett i 37°C hitabad yfir nott.

24



C. Hasaltutfelling prétina:

e Synin keeld ad herbergishita.
e 200 pL mettadri NaCl lausn (sja fylgiskjal) — hrist vel i ca. 10 sek.
» Spunnid nidur vid 13.000 rpm i 10 min vid herbergishita.
e Floti hellt i 1,5 mL eppendorfglas.
= Flotid spunnid nidur vid 13.000 rpm i 5 min vid herbergishita.
e Floti hellt i 1,5 mL eppendorfglas.
» Flotid spunnid nidur vid 13.000 rpm i 5 min vid herbergishita.

» petta skref endurtekid par til sjonraenn hreinleiki pykir naegjanlegur.

D. Etandlutfelling & DNA:
e 300 pL af floti feert i 1,5 mL glas.
e 600 uL af 99,5% etandli (vid herbergishita) beett Ut i.

= DNA latid falla it med pvi ad velta glésunum varlega, hamark i

tveer min.
= Spunnid nidur vid 13.000 rpm i 5 min.
= Floti hellt af og umfram flot pipetterad burt.
e 500 pL af 70% etandl baett 8 DNA sem eftir er i glasinu.
= Spunnid nidur vid 13.000 rpm i 5 min.

= Etandlinu hellt af, umfram flot pipetterad burt.

E. DNA burrkad og leyst upp:
e DNA loftpurrkad i um pad bil halftima.
e DNAleysti 100 yL af 1xTE buffer (sja fylgiskjal) vid 4°C.
= Midad vid ad heimtur séu 1-2 DNA/ pL.

o DNA geymt vid 4°C yfir nott til ad leysast betur upp.
e DNA geymt i -20°C fram ad maelingu.

3.3 MASP2 arfgerdagreining

Vid uppsetningu & MASP2 arfgerdagreiningu var notast vid adferd sem préud var nylega til ad greina
p.D120G stokkbreytinguna i MASP2 geninu (100). Um er ad raeda SSP-PCR adferd (sequence
specific primer PCR) sem byggir & notkun tveggja sérteekra afturvisa sem parast annadhvort vid DNA
af villigerd eda stokkbreytt DNA. Sett eru upp tvé PCR fyrir hvern einstakling (Mynd 15). Annad PCR
hvarfid skimar fyrir villigerdarsamsaetu med afturvisnum MASP2 Ex-3-120 DR (5*-GCTTCTCGTTGG-
AGTAGT-3). Hitt PCR hvarfid skimar fyrir stokkbreytingunni med afturvisi MASP2 Ex3-120 Gr (5'-GC-
TTCTCGTTGGAGTAGC-3). Ad 60ru leyti eru PCR hvorfin sett upp & nadkveemlega sama hatt, med
sama framvisi i peim badum (5-CAGGTCACTGGACAAACAGATCA-3).
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Pélymerasinn pekkir adeins pad SSP sem 3' endinn passar fullkomlega vid og getur einungis
fiolfaldad pa bata. Pannig syna tvd PCR hvorf hvort synid sé D/D, D/G eda G/G. Sé einstaklingur
arfhreinn um villigerd myndast einungis 695 bp band med afturvisi MASP2 Ex3-120 Dr (D/D). Sé
einstaklingur arfblendinn myndast eitt band med afturvisi MASP2 Ex3-120 Dr og eitt med MASP2 Ex3-
120 Gr (D/G). Sé einstaklingur arfhreinn um stokkbreytingu myndast einungis band med afturvisi
MASP2 Ex3-120 Gr (G/G).

I sému kjarnsyrumdgnun er framkveemt innra eftirlit til ad kanna skilvirkni kjarnsyrumégnunarinnar.
P& er magnadur upp 1059 bp batur a MBL2 geninu, med framvisirinn 5-ATGGGGCTAGGCTGCT-
GAG-3' og afturvisinn 5-CCAACACGTACCTGGTTCCC-3'.

Ex3-120 Gr

2 3TGATGAGGTTGCTCTTCG:5

Ex3-120Dr
5'-CAGGTCACTGGACAAACAGATCA-3’\ 2’ 3'CGATGAGGTTGCTCTTCG:S'

DNAtemplate

Mynd 15. Einn framvisir og tveir sértaekir afturvisar (MASP2 Ex3-120 Dr og MASP2 Ex3-120 Gr) eru
notadir til ad greina a milli villigerdar og stokkbreytingar.

Notast var vid DreamTaqT'VI Green PCR Master Mix (2x) frd Fermentas (#K1082). Lausnin er keypt
tilbtin til notkunar og inniheldur DNA Taq pélymerasa, DreamTaq'" Green buffer, MgCl, og dNTPs
(dATP, dCTP, dGTP og dTTP). | hvern PCR bolla var sett blanda af Green PCR Master Mix (2x),
framvisir (e. forward primer) og afturvisir (backward primer), 100x pynnt DNA og dH,O. Bollunum var
svo lokad og peim komid fyrir i PTC-200 (Peltier Thermal Cycler) og hvarfid sett af stad.

3.3.1.1 Uppsetning MASP2-PCR hvarfs

A. PCR hvarf

D-PCR hvarf: G-PCR hvarf:

PCR mix #K1082 12,5 uL PCR mix #K1082 12,5 uL

MBL2 primermix (1uM) 2,5 L MBL2 primermix (1uM) 2,5uL
MBL2 Framvisir MBL2 Framvisir
MBL2 Afturvisir) MBL2 Afturvisir

Dr-MASP2 primermix (3uM) 2,5 L Gr-MASP2 primermix (3uM) 2,5uL
MASP2 Framvisir MASP2 Framvisir
MASP2-Dr Afturvisir MASP2 Gr Afturvisir

dH,0O 6,5 pL dH,0 6,5 uL

DNA (0,01 uM) 1ul DNA (0,01 uM) 1ul

Alls: 25 uL Alls: 25 uL

D-PCR og G-PCR hvorf sett a vixl i plastbrunna i PTC-
200 (Peltier Thermal Cycler-200 fra MJ-Research).
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B. PCR adsteedur:
(1) 96°C i 3 min (til ad virkja DNA Tag polymerasa).
(2) 10 Hringir af:
94°C i 15 sek (til ad adskilja tvipatta DNA).
58°C i 30 sek (liming visa og preifara vio svaedi).
72°C i 30 sek (lenging Tag DNA polymerasa a sveedi).
10 Hringir af:
94°C i 15 sek (til ad adskilja tvipatta DNA).
57°C i 30 sek (liming visa og preifara vid svaedi).
72°C i 30 sek (lenging Taq DNA polymerasa & sveedi).
10 Hringir af:
94°C i 15 sek (til ad adskilja tvipatta DNA).
56°C i 30 sek (liming visa og preifara vid svaedi).
72°C i 30 sek (lenging Tag DNA polymerasa & sveedi).
(3) 72°Ci5min

C. MASP-2 Rafdrattur

10 uL PCR afurd rafdregin eins og lyst er i kafla 3.3.2. ,Rafdrattur PCR afurda®“.

3.3.2 Rafdrattur PCR afurda

Eftir PCR moégnun var 10 uL PCR afurdin rafdregin i 1,5% agarésageli sem innihélt 900 mg af agardsa
(Seakem® ME agarose) og 60 mL 0,5x TBE (Tris-Borat EDTA) sem litad hafdi verid med 6 pL af
SYBR® safe (Invitrogen).

6 UL mix af 100 bp DNA stiga (Gene Ruler™ 100 bp Plus DNA Ladder 0,5ug/uL. 50ug) og hledslulit
(Gel loading dye blue (6x)) var notad med Ollum rafdrattarkeyrslum. 10 yL af PCR afurd voru settar i
gelbrunnana. Rafdregid var i 40-50 minGtur vid 120 Volt i 0,5x TBE. Gelid var myndad a Leeknagardi i
Gtfjélublau lj6si med notkun G:box fra Syngene og myndin unnin i forritinu Gene Snap.

3.4 FCN3 arfgerdagreining

Vid uppsetningu & FCN3 arfgerdagreiningu var notast vio adferd sem var préud nylega (71). Adferdin
byggir a skerdibutagreiningu PCR afurda i agarésageli (Restriction Fragment Length Polymorphism,
RFLP). Adferdin greinir basaurfellinguna 1637delC i FCN3 geninu. | stuttu mali er 650 bp svaedi, par
sem basadrfellingin fyrirfinnst, magnad upp med PCR. Skerdiensimid Apal pekkir rédina GGGCCC.
R60 sem misst hefur C basann ut (p.e. 1637delC), skerst ekki af Apal og kemur pvi fram sem 6skorid
band (650 bp) a agar6sageli. Eitt band (650 bp) segir pvi til um arfgerd einstaklings sem er arfhreinn
um 1637delC (-/-). Tvd bdnd (384 bp og 266 bp) segja til um einstakling af villigerd (C/C) og prja bénd
(650 bp, 384 bp og 266 bp) segja til um arfblendinn einstakling (C/-).

27



3.4.1 Uppsetning FCN3 hvarfs
A. PCR hvarf.

Notast var vid framvisinn 5° GATCACATGGTGTTGGGTGT 3° og afturvisinn 5° TTCACTCTTTTCA-
CCCAGGC 3.

FCN3 Framvisir (10 uM lausn) 1uL
FCNS3 Afturvisir (10 uM lausn) 1uL
dH,O 14,5 uL
PCR mix #K1082 7,5 UL
DNA 1uL

Alls; 25 uL

Sett i plastbrunna i PTC-200 (Peltier Thermal Cycler-200 fra MJ-Research).

B. PCR adstaedur:
(1) 96°C i 3 min (til ad virkja DNA Taq polymerasa).
(2) 34 Hringir af:
96°C i 30 sek (til ad aoskilja tvipatta DNA).
61°C i 40 sek (liming visa og preifara vid sveedi).
72°C i 40 sek (lenging Tag DNA polymerasa a sveedi).
(3) 72°Ci3min

C. Skurdur med Apal:

PCR afurd 5l
10 X buffer (Fermentas #BB5) 1.5ul
Apal (Fermentas # ER1411) 10U/ul 0.3 ul
dH,0 8.2 ul
Alls: 15l

Skorid vio 37°C i 60 minutur.

D. Rafdrattur:

Oskornar og skornar PCR afurdir voru rafdregnar & 2% agardésageli & svipadan hatt og MASP2 PCR
afurair.

28



4 Niourstoour

4.1 Einangrun DNA ar blooi
Af 500 bl6dsynum fra blodbankanum hafa 494 DNA syni verid einangrud. Pau eru geymd i -20°C frysti

a 6naemisfreedideild LSH, baedi & 6pynntu formi sem og 100x pynnt.

4.2 Uppsetning PCR-SSP og RFLP adferdar til ad greina p.D120G og
1637delC

Uppsetning PCR-SSP hvarfs samkvaemt birtri grein fr4 Boldt og félégum (100) tokst og er nU haegt ad
framkveema adferdina a 6naemisfreedideild LSH. bar er pé ekki til myndavél til ad mynda gelin en vid
héfdum fengid godfuslegt leyfi til ad mynda pau & Lifefna- og sameindaliffraedideild Haskdla islands i
Laeknagardi. Skyr bénd komu vid fyrstu PCR keyrslu og ekki pérf a ad breyta hvarfefnum, svo sem

MgCl, styrk eda DNA template styrk eda styrk a visum. Audvelt var ad greina villigerd og arfblendna.

Uppsetning FCN3 arfgerdagreiningar (71) sem byggir & RFLP tokst. Kjarnsyrumégnunin virkadi
samkvaemt uppsetningu (sja brunn 2 og 3 & mynd 17), en gera purfti nokkrar tilraunir med Apal
skurdinn til pess ad hann yréi sem skilvirkastur. Hreinsun a PCR hvarfi var ekki framkvaemd heldur var
PCR notad beint i skurdinn. | PCR hvarfinu er styrkur salta ekki kjorstyrkur fyrir starfsemi Apal
ensimsins. Eins og mynd 17 synir p4 var best ad nota 5 yL af PCR (en ekki 7 puL) til pess ad
skurdurinn yrdi sem skilvirkastur.

Ekki nadist ad MASP2 arfgerdagreina 6ll 500 bl6dsynin par sem ekki var ndg til af pélymerasanum
og endurtaka purfti ymsar keyrslur. Na hefur fengist styrkur til frekari efniskaupa fra Visindasjooi LSH
og pvi heegt ad klara sidustu 47 einstaklingana auk pess hefja arfgerdargreiningu a FCN3 i pessu
sama pydi.

Tafla 4 synir st6du rannséknarinnar i dag. Buid er ad framkvaema arfgerdagreiningu a 479 DNA
synum og areidanleg nidurstada hefur fengist & 453 synum. Azetlad er ad nidurstédur & MASP2 og

FCN3 arfgerdagreiningu & 500 synum verdi tilblnar i lok arsins 2012.

Tafla 4. Stada rannséknarinnar.

Framkveemd: Fjoldi syna:
EDTA Bl6dsynum safnad 500
DNA syni einangrud 494
PCR-SSP MASP?2 arfgerdagreining 479
PCR-SSP MASP2 nidurstodur 453
PCR-RFLP FCN3 nidurstdour 0

29



I hverri keyrslu var notast vid ymis vidmid til ad tryggja ad um rétta nidurstodu veeri ad raeda. Til ad
nidurstédurnar veeru sampykktar purfti innra vidmid ad vera i lagi, p.e. 1059 bp MBL2 buatur ad
magnast upp i hverri PCR afurd. | hverri PCR lotu var keyrt eitt vidmidunarsyni (pekkt D/G DNA syni)

og einn blankur.

Nokkud var um endurteknar meaelingar. Upphaflega voru 479 syni keyrd i PCR og eftir 1-3 keyrslur
var komin areidanleg arfgerdagreining & alls 453 synum (266 syni voru arfgerdagreind einu sinni, 99

syni purfti ad greina tvisvar og 88 syni voru komin med arfgerdagreiningu eftir prjar keyrslur).

Helstu astaedur fyrir pvi ad endurtaka purfti meelingu var ad DNA synid var illa greinanlegt, ymist
var pad 06ljost eda med ,primer dimer”. Fleiri asteedur fyrir endurteknum maelingum voru td galladar
keyrslur ad einhverju leyti, svo sem mengun i blank, eda innra viomido (MBL2) eda vidmidunarsyni
(bekkt D/G) magnadist ekki upp.

Til viobotar var arfgerdagreining endurtekin & arfblendnum DNA synum til ad stadfesta PCR

nidurstodurnar.

4.3 MASP?2 arfgerdagreining

Af 453 arfgerdagreiningum voru 416 einstaklingar af villigerd (D/D), arfblendnir voru alls 37 (D/G) og
enginn fannst arfhreinn (G/G). bessar nidurstédur eru sambeaerilegar vid heilbrigd donsk pydi. Tafla 5
synir samanburd a islenskum nidurstédum vid paer p.D120G arfgerdagreiningar sem birtar hafa verio
(118, 120).

Tafla 5. Nidurstodur SSP-PCR p.D120G i samanburdi vid dnnur pydi.

fjoldi (N) Samseetutioni G/G Heimild

islenskir heilbrigdir bl6dgjafar 453 0.041 416 37 0 /

Danskir heilbrigdir bl6dgjafar 350 0.039 323 27 0 (118)
Inditar (V-Graenland) 41 0.037 38 3 0 (118)
N-afrikubtar 50 0.02 / / / (120)
Spéanverijar 104 0.014 / / / (120)
Kinverskt pydi (Hong Kong) 573 0 573 0 0 (118)
Afriskt pydi (Sambia) 194 0 194 0 0 (118)
Afriskt pydi (sunnan Sahara) 15 0 15 0 0 (120)
Intitar (A-Graenland) 96 0 96 0 0 (118)
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Mynd 16 synir PCR nidurstodur eftir rafdratt. Brunnur 1 synir 100 bp DNA staerdarmarker. |
brunnum 2 - 15 eru DNA syni Gr sjo einstaklingum. | brunnum 16-17 er blankur, med dH,O i stad DNA.
Efri linurnar syna innra kontr6l sem magnad var upp i hverri PCR keyrslu, 1059 bp MBL2. Nedri
linurnar syna skimun eftir stokkbreytingunni, 695 bp MASP2, ymist med Ex-120 Dr eda Ex-120 Gr

afturvisi.

Hvert DNA er unnid i tvisyni. | brunni 2 og 3 er sama DNA synid (syni #1) sem var & allan hatt
unnid eins, nema ad i brunni 2 var Ex-120 Dr afturvisir sem skimadi fyrir villigerd (D) og i brunni 3 var
Ex-120 Gr afturvisir skimadi fyrir stokkbreytingunni (G).

DNA  Syni #1 Syni #2  Syni#3 Syni#4  Syni#5 Syni #6 Syni #7 blank
ladder

Mynd 16. Rafdrattarnidurstodur fyrir SSP-PCR. Syni 1-6 eru af villigerd (D/D), syni 7 er arfblendid um
stokkbreytinguna (D/G) og i brunni 16 og 17 er blankur. Sja nanar i texta.

Syni #1 er af villigerd, D/D. bar hefur magnast upp 695 bp butur i brunni 2 en i brunni 3 hefur
afturvisirinn ekki getad parast vio DNA og pvi engin mégnun att sér stad. Syni #2-6 eru sémuleidis af
villigerd.

I syni #7 (brunnar 14 og 15) sést ad badir afturvisarnir hafa nad ad parast vid synid og magna upp
DNA. Einstaklingurinn er pvi arfblendinn (D/G). | brunnum 16 og 17 (blankur) magnadist magnadist
ekkert DNA sem er visbending um ad nidurstddurnar fyrir syni 1-7, sem keyrdar voru i sému PCR

keyrslu, séu markteekar.
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4.4 Uppsetning FCN3 arfgerdagreiningar

Nidurstodur fyrstu préfana & FCN3 arfgerdagreiningu ma sja a mynd 17. PCR mdégnun tékst (PCRI og
PCRII) og myndadist 650 bp band sem sést i brunni 2 og 3. Brunnar 4-9 synir PCR afurd eftir skurd.
Apal skurdurinn var skilvirkastur pegar 5 yL af PCR hvarfinu var notad (brunnur 6 og 9). Synid sem
greint er a mynd 17 er af villigerd (384 og 266 bp bond). Efst i brunnum 4-9 ma sja leifar af dskorinni
PCR afturd (650 bp). Eftir pvi sem minna er notad af PCR hvarfi pvi skilvirkari verdur Apal skurdurinn.

650

384

266

DNA  PCRI PCRII PCRI PCRII
ladder

Mynd 17. Rafdrattarnidurstédur fyrir FCN3 arfgerdagreiningu. Brunnur 2-3 synir PCRI og PCRII afurdir
fyrir skurd. Brunnur 4-6: Skurdur & PCRI med Apal med mismunandi magni af PCRI afurd (7 uL, 6 uL
og 5 pL). Brunnur 7-9: sama og brunnur 4-6 nema med PCRII.
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5 Umrada

Protin lektinferilsins hafa verid vel vardveitt i langan tima i préunarségu manna og dyra og pvi liklegt
ad um mikilveeg protin sé ad raeda. Hiutverk peirra hafa p6 ekki komid naegjanlega fram i rannséknum
undanfarinna ara og hlutverk sumra prétinanna eru enn tiltélulega éskilgreind. Pé er pad vitad ad

skortur i lektinferli hefur ahrif & varnir likamans.

Fra pvi ad MBL skorti var fyrst lyst arid 1968 i ungri stilku sem haféi pjadst af endurteknum
sykingum i efri 6ndunarvegi hefur fjdldi rannsokna verid framkveemdur & lektinferlinum til ad kanna
hugsanlegar afleidingar skorts & protininu. Til lengri tima beindust rannséknir eingbngu ad MBL
prétininu. Med frekari rannséknum hafa fleiri prétin beest i hép sameinda lektinferilsins. Eitt peirra,
MASP-2, hefur yfirgripsmikid hlutverk i reesingu lektinferilsins. Fra pvi ad skorti var fyrst lyst & arid
2003 hafa rannsoknir aukist mikid a peim préteasa, enda ber proétinid abyrgd a virkni MBL, fikélin-1,
fikolin-2 og fikolin-3.

Ymsar adferdir eru til sem geta meelt peetti lektinferilsins. Greiningaradferdirnar sem notadar eru i
dag eru mjog mismunandi sem gerir allan samanburd erfidari. Upphaflega voru styrksmeelingar
algengustu meelingarnar til ad skima eftir skorti i lektinferlinum. Hingad til hefur MBL styrksmaeling
verid su meeling sem fyrst er gripid til pegar grunur er um ovirkan lektinferil. Med pekkingu natimans er
b6 ljést ad su meeling er ekki naegjanleg til ad meta lektinferilinn. Greini styrksmeeling edlilegan MBL
styrk i sermi er s& moguleiki engu ad sidur fyrir hendi ad einstaklingurinn hafi MASP-2 skort og par
med dvirkan lektinferil. S6muleidis segir MBL styrksmaeling ekkert um styrk fikélin1-3 i sermi. Haegt er
ad greina pessi prétin hvert fyrir sig, en til ad skoda virkni lektinferilsins pyrfti ad setja upp fimm
mismunandi skimanir & sama sermi. Ekki er haegt ad skima fyrir peim 6llum i einu.

Heaegt er ad setja upp virknipréf ymist MBL midlad eda fikdlin-1, fikélin-2 eda fikélin-3 midlad.
Kosturinn vid virkniprof er sa ad virkni MASP-2 er alltaf metin samhlida mynsturpekkjandi prétininu.
Okosturinn er pé sa, eins og i styrksmaelingunni, ad adeins er haegt ad skoda eitt mynsturpekkjandi
prétin i einu. Algengt er ad notast vid ELISA adferd baedi i styrksmeelingu sem og virkniprofi. Gallar vid
pessi ELISA prof eru ad munur milli maelinga getur verid verulegur, auk pess sem mismunandi hadun

a ELISA plotum getur fleekt samanburd & milli rannsokna.

Med arfgerdagreiningu ma skima fyrir akvedinni stokkbreytingu og segja pannig til um skort.
Nidurstédurnar Gr arfgerdagreiningu eru skyrar; annadhvort er skortur eda ekki. Okosturinn er hins
vegar sa ad adferdirnar skima oftast adeins fyrir einni stokkbreytingu og pvi er haegt ad fara & mis vid
adrar stokkbreytingar sem hafa ahrif & styrk MASP-2. Einnig getur PCR haft ymis vandkvaedi i for med
sér og oft er erfitt ad segja til um orsokina pegar PCR fer Urskeidis. baettirnir sem geta haft ahrif eru
margir. Fyrir utan mannlega peetti sem geta farid drskeidis (t.d. vitlaus skémmtun hvarfefna) getur t.d.

verid vandamal med polymerasann eda pH bufferlausnarinnar.

Vio dkvadum ad notast vio arfgerdagreiningu par sem ad okkar mati er han einféld, 6érugg og
audveld m.a. i samanburdi vid adrar rannsoknir & MASP-2 skorti. Adferdin tekur tiltblulega stuttan tima
0g ymis atridi eins og skilgreining & skorti eda breytileiki milli meelinga er ekki vandamal.

Skortsgildi protina lektinferilsins eru ekki nogu skyrt afmoérkud sem gerir samanburd &

styrksmaelingum erfidan. Visindalega skilgreiningu vantar a MASP-2 skorti og sama vandamal er med
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MBL styrksmeelingar. Fyrir baedi protinin hefur verid reynt ad koma & fét akvedin ,cut off* gildi fyrir
skort og lagan styrk, en svo virdist sem gildin hafi ekki ndd négu godri fétfestu. Til vidbdtar hafa
nylegar rannséknir synt mismunandi styrk MASP-2 eftir aldursskeidum. borf er & vel Utbreiddri og
vidurkenndri skilgreiningu a skorti, annarsvegar fyrir bérn og hins vegar fulloréna ef pad a ad halda

afram ad notast vid MASP-2 styrksmaelingu & sermi.

Litid er vitad um pydingu breytilegs MASP-2 styrks i heilbrigdi mannsins, en pad er pekkt sem
lykilensim i lektinferlinum og hefur verid tengt vid sykingar og sjukdéma eins og hér hefur verid reifad.
Eftir pvi sem best er vitad er p.D120G punktstdkkbreytingin s algengasta i hvitu heilbrigdu pydi. Hin
er auk pess su stokkbreyting sem helst hefur verid skimad eftir i pvi pydi. Vio héfum synt fram a ad
tidni stokkbreytingarinnar & islandi er si sama og i donsku pydi. | Danmérku liggja fyrir ymsar
upplysingar um tengsl MASP-2 skorts vid sjukdéma en undanfarin ar hefur verid skimad fyrir p.D120G
i hinum ymsu sjuklingahépum. In vitro meelingar syndu ad MASP-2 myndar ekki floka med
MBL/fikélinum, en in vivo maelingar maela ekkert MASP-2 i sermi. bar sem stokkbreytingin & ekki ad
hafa ahrif & myndun prétinsins eru uppi tilgatur um ad helmingunartimi préteasans sé mjog lagur sé

hann ébundinn i sermi, hann verdi 6stddugur og brotni fyrr nidur.

Ahugavert er hvers vegna adeins faum sjukdomstilfellum hefur verid lyst. | einstaklingnum sem
fyrst var lyst ario 2003 var MASP-2 skortur a.m.k. ad hluta abyrgur fyrir hinum ymsu sjukdémum, p6
klinisk tengsl sem lyst hefur verid i einum sjuklingi beri audvitad ad taka med fyrirvara. Nokkud liklegt
er ad lungnabdlgan hafi verid vegna MASP-2 skortsins par sem synt hefur verid fram 4 ad 6virkur
lektinferill gerir einstaklinga vidkveema fyrir ifarandi pneumokokkal sykingum (157). bad ad
einstaklingurinn hafi ekki pjadst af alvarlegum sykingum i barnaesku samsvarar einnig ad einhverju
leyti sjuklingum sem hafa C4 eda C2 skort (95, 158). Ekki hafa fundist frekari stadfestingar & tengslum
MASP-2 skorts vid rauda Ulfa fyrir utan pennan sjukling. Ahugavert veeri ad sja rannsékn sem skimar
fyrir p.D120G i hop einstaklinga med rauda Glfa. SU rannsékn er i rauninni naudsynleg svo ad haegt sé

ad tengja sjukdéminn med vissu vid MASP-2 skort.

Sjukdomssdgu annarra einstaklinga sem voru arfhreinir um stokkbreytinguna hefur ekki verid jafn
ytarlega lyst og i einstaklingnum &rid 2003. Oftast voru einungis upplysingar um i hvada hép peir
greindust. Pad ad tveer konur hafi fundist i heilbrigdu pydi segir t.d. ekki allt um peirra sjikrasdgu;
moguleiki er & ad peer hafi pjadst af sykingum i aesku po peer hafi verid hluti af heilbrigdu pydi &
bessum timapunkti i tiltekinni rannsokn. Ytarlegri sjukdémssaga allra einstaklinganna geeti hugsanlega

gefio betri visbendingar um ahrif MASP-2 skorts.

Tengsl MASP-2 vid sjukdoma er enn ad koma i lj6s og enn er 6tal spurningum ésvarad. Til vidbotar
vio skort hefur har styrkur MASP-2 verid rannsakadur undanfarid og hefur fundist t.d. i ymsum
krabbameinum. Par er p6 ekki ljost hvort aukinn styrkur proteasans sé ad valda skada med
boélgumyndun (sem geeti valdid pvi ad eexlid fjdlgar sér og myndar meinvorp), eda hvort pad sé
krabbameinid sjalft sem veldur haekkudum styrk (159). I einstaklingum med ristilkrabbamein fannst t.d.
har MASP-2 styrkur en sidar var synt fram & ad hann var ekki tengdur vid erfdir. Margt er mjog 6ljost i
tengslum préteasans vid sjukdéma, hvort sem um skort eda haan styrk er ad reeda. Mikilvaegt gaeti p6
verid ad greina nanar ahrif MASP-2 i einstaklingum med skert 6naemi, td einstaklingum

krabbameinsmedferd eda HIV sjuklingum.
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Dreifing stokkbreytinga milli heimshluta er greinileg i MASP2 geninu. Stokkbreytingarnar eru i mjog
harri tioni i Afriku og amk ein peirra (p.R439H) hefur mdgulega verndandi ahrif fyrir smiti af malariu a
medgodngu. Pessi uppgbtvun er mjog ahugaverd t.d. fyrir préun a lyfjum eda bdéluefnum (119).
Somuleidis er dhugaverdur munurinn a erfdabreytileika indita fra Austur- og Vestur Greenland, baedi
eru peir sem bua okkur fjeer likari islensku pydi en peir fra Austur-Greenlandi auk pess sem mikill

breytileiki er innan pessa kynstofns.

Tilgatur eru um ad MBL og fikolin beeti hvort annad upp. Ad hugsanlega hafi einstaklingar med
MBL skort haekkadan styrk fikélina i sermi sem beeti pa ad einhverju leyti upp varnir MBL. Séu paer
tilgatur réttar eru i raun fimm mismunandi prétin sem studla ad reesingu lektinferilsins, og galli & einu
peirra eetti ekki ad hafa mikil &hrif & virkni lektinferilsins. Hins vegar, ef pad er skortur & MASP-2, pa

reesist lektinferillinn ekki.

Med aframhaldandi skimunum a mismunandi sjiklingah6pum munum vid liklega komast naer pvi
ao skilja mikilveegi lektinferilsins og peirra sameinda sem ferlinum tengjast. Til vidbotar er mdguleiki a
ad eitthvad annad pekkt, eda 6pekkt prétin komi i stad prétina lektinferilsins hja peim sem eru med
skort. Skemmtileg framtidarsyn er t.d. ad haegt verdi ad skima eftir morgum stokkbreytingum samtimis
sem hafa vel skilgreindar afleidingar. Pannig veeri t.d. haegt ad skima einstaklinga sem eru & leidinni i
adgerd og greina hvort peir séu i aukinni heettu & einhverjum sykingum og gera pannig fyrirbyggjandi
radstafanir. Ahugavert veeri lika ad komast ad pvi hvada ahrif pad hefdi ad vera med MBL, fikdlin-3
sem og MASP-2 skort.

Nidurstodur pessarar rannsdknar & islensku pydi eru mikilveegar fyrir &framhaldandi rannsoknir &
lektinferli komplimentkerfisins og til ad freedast meira um MASP-2 prétinid. Nidurstddurnar lysa tidni
p.D120G samseetunnar medal islendinga (0.041) sem svipar til samsaetutidni heilbrigdra Dana
(0.039). NU ma notast vid DNA synin, sem buid er ad einangra og safna saman, til ad skima fyrir
00rum stokkbreytingum, eins og i FCN3 geninu og MBL2 geninu.

Neestu skref eru ad skima eftir p.D120G stokkbreytingunni i sjuklingasynum, t.d. hja peim sem hafa

endurteknar outskyroar sykingar. Nidurstédurnar hér ma pa nota sem heilbrigt viomiad.
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6 Alyktanir

Nidurstédurnar syna ad tioni samsaetunnar i islensku pydi (0.041) er si sama og finnst i donsku
heilbrigdu pyai (0.039). Af pvi mé aeetla ad um 330 islendingar séu med skort (G/G). Naestu skref eru
ad skima fyrir p.D120G i ymsum sjiklingapydum p.m.t einstaklingum med dutskyrdar sykingar.
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Samantekt yfir helstu protin lektinferilsins

Tafla 6. Samantekt yfir helstu prétin lektinferilsins og virkni peirra.

Prétin

Litningur

mRNA tjaning

Medalstyrkur
(styrksbil)

i sermi fullordinna

Virkni

1,1 pg/mL Bindst vié sykrumynstur &
10g11.2-g21 . ’ yfirbordi drvera
q q
MBL Y2 (36, 37) Lifur 27) (<10-12,200 ng/mL) Komplimentvirkjun.
(22i80) Vidtaki fyrir atfrumur (27)
o Bindst vi6 acetylerada hépa &
Fikélin-1 9934 e g (gl yfirborai orvera
ksl | @4) S| Iqlr:gug,stlegmerg rere el Komplimentvirkjun
og milta (24, 51, e
d ¢ ) 0 Viotaki fyrir atfrumur (49)
Lif Bindst vié acetylerada hépa &
Fikolin-2 | 9934 N o | ) 3,4 pg/mlL ) TR
e innig f lifur og lungum & Komplmentyrkian
(L-fikélin) (24) fosturskeidi (52) (1,3-14,7 pg/mL) np ! J
(30) Athadun (49)

AT Bindst vid acetylerada hopa a
Fikolin-3 1p35.3- Lungu 19,5 pug/mL yfirbordi 6rvera
i | Fa 1p36.11 Einnig i lifur, og lifur og (6,1-60,3 ug/mL) Komplimentvirkjun

e (24, 47) lungum & fésturskeidi (52, 53) (30) Athudun (49)

cL-11 | cotecnn 2p25.3 Lifur, nyru og nyrnahettur 2,1 pg/mL Litia pekkt

(72, 73) (72,73) (72, 73)
0,416 pg/mL Serin proéteasi
MASP-2 MASP2 1p3?2.%3—31 Lifur (21) (0,125-1,15) Klyfur C4 og C2
(30) Raesir lektinferilinn
MAp19 MASP2 1p3§32.12)3-31 Lifrarfrumur (83) 1'4(:§/m| Hlutverk er 6lj6st
. . Serin préteasi
MASP-1 | mAsPL3 3(237;;8 Lifur O?gin;i)barmar 1(;3%?)" Klyfur C2. Talid adstoda MASP-
' ' ' 2 vid ad raesa lektinferilinn
Lifur Serin préteasi
3q27-28 Einnig t.d.  brisi, 5,2 pg/mL Litid pekkt
MASP-3 | MASP1/3 (&7, 88) beinagrindar-v6dvum, milta, (1,8-10,6 pg/mL) ©3) Hugsanlega einhverskonar
' héstakirtli, blédruhalsi og ' ’ hindrun & komplimentvirkjun
eggjastokkum (84) (76, 95)
i AT Hjarta- og beinagrindar- 1,7 pg/mL Litid pekkt
MAp44 | MASP1/3 (27 ) vodvar (0,8-3,2 ug/mL) Hugsanlega einhverskonar
' Einnig veik tjaning f lifur (79) (93). hindrun & komplimentvirkjun (79)
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Daemi um PCR nidurstddur eftir keyrslu & geli:

Dagsetning MASP2 p.D120G PCR keyrslu: 5.12.2011.

Pool D PCR

Primermix CT (1uM) 25 X 245 61
Primermix D (3uM) 25 61

Vatn 6.5 159

PCR Mix #K1082 12.5 306 (2 x 153)
Pool G PCR

Primermix CT (1uM) 25 x 245 61
Primermix G (3uM) 25 61

Vatn 6.5 159

PCR Mix #K1082 12.5 306 (2 x 153)

p— — — — Lane 1+2: MF#175 D og G: D/D
Lane 3+4: MF#181 D og G: D/D
Lane 5+6: MF#183 D og G: D/D
Lane 7+8: MF#186 D og G: D/D
Lane9+10: MF#191 D og G: D/D
Lanell+12: MF#196 D og G:D/G
Lanel3+14: MF#197 D og G:D/D
Lanel5+16: MF#201 D og G:D/G

midja:

Lane 1+2: MF#202 D og G: D/D
- e e T 4 Lane 3+4: MF#208 D og G: D/G
- - - - — -~ - Lane 5+6: MF#210 D og G: D/D

Lane 7+8: MF#212 D og G: D/D
Lane9+10: MF#215 D og G: D/D
Lanell1+12: MF#216 D og G: D/D
Lanel3+14: MF#220 D og G: D/G
Lanel5+16: MF#222 D og G: D/D

nedst:

Lane 1+2: MF#224 D og G: D/D
Lane 3+4: MF#229 D og G: D/D
Lane 5+6: MF#231 D og G: D/D
Lane 7+8: MF#236 D og G: D/D
Lane9+10: MF#241 D og G: D/D
Lanell+12: MF#243D og G:D/D
Lanel3+14: CT D og G:OK
Lanel5+16:BLANK: OK

Daemi um nidurstddur eftir PCR keyrslu 22 syna. Viomidunarsyni (brunnar 13+14, nedsta lina) og
blank (brunnar 15+16, nedsta r6d) komu vel Gt og 6ll MBL2 innri kontrél mognudust upp. Oll syni i
pessarri keyrslu eru pvi markteek og syni i brunnum 11+12, 15+16 (efsta r6d), 3+4 og 13+14 (midju
réd) eru greinilega D/G. Af 22 synum eru hér 18 arfhreinir (D/D) og 4 arfblendnir (D/G).
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Dagsetning MASP2 p.D120G PCR keyrslu: 13.12.2011.

Pool D PCR

Primermix CT (1uM) 25 X 245 61
Primermix D (3uM) 25 61

Vatn 6.5 159

PCR Mix #K1082 12.5 306 (2 x 153)
Pool G PCR

Primermix CT (1uM) 25 x 24.5 61
Primermix G (3uM) 2.5 61

Vatn 6.5 159

PCR Mix #K1082 12.5 306 (2 x 153)

Upper:
Lane 1+2: MF#103 D og G: D/D

Lane 3+4: MF#105 D og G: D/D
Lane 5+6: MF#107 D og G: repeat
Lane 7+8: MF#108 D og G: repeat
Lane9+10: MF#109 D og G: D/D
Lanell+12: MF#110 D og G:D/D
Lanel3+14: MF#111 D og G:D/D
Lanel5+16: MF#112 D og G:repeat

Middle:

Lane 1+2: MF#114 D og G: D/D
Lane 3+4: MF#115 D og G: D/D
Lane 5+6: MF#119D og G: D/D
Lane 7+8: MF#120 D og G: D/D
Lane9+10: MF#121 D og G: D/G
Lanell+12: MF#122 D og G:D/D
Lanel3+14: MF#124 D og G:D/D
Lanel5+16: MF#125 D og G:D/D

Lower:

Lane 1+2: MF#126 D og G: D/D
Lane 3+4: MF#127 D og G: D/D
Lane 5+6: MF#129 D og G: D/D
Lane 7+8: MF#131 D og G: D/D
Lane9+10: MF#132 D og G: D/D
Lanell+12: MF#134 D og G:D/D
Lanel3+14: CT D og G:ok
Lanel5+16:BLANK: ok

Hér purfti ad endurtaka nokkur syni pratt fyrir ad blank og vidmidunarsyni (CT) kom vel (t. | efstu
réd purfti ad endurtaka syni MF#107 (i brunni 5+6) og MF#108 (i brunni 7+8) vegna primer dimer sem
magnadist par upp. Akvedid var ad endurtaka einnig syni i MF#112 (i brunni 15+16 i efstu r6d) par
sem pad var mjog 6ljést. Sma primer dimer saust i syni MF#122 i midu r6d, MF#127 og MF#134 i

nedstu r6d en pad var ekki talid hafa ahrif & nidurstédurnar.
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Dagsetning MASP2 p.D120G PCR keyrslu: 29.11.2011. Gel keyrt 30.11.2011

Pool D PCR

Primermix CT (1uM)
Primermix D (3uM)
Vatn

PCR Mix #K1082

Pool G PCR

Primermix CT (1uM)
Primermix G (3uM)
Vatn

PCR Mix #K1082

2.5 X 245 61

25 61
6.5 159
12.5 306 (2 x 153)

25 x 245 61

2.5 61
6.5 159
12.5 306 (2 x 153)

PCR 291111.

efst:

Lane 1+2: MF#1 D og G:
Lane 3+4: MF#2 D og G:
Lane 5+6: MF#4 D og G:
Lane 7+8: MF#5 D og G:
Lane9+10: MF#8 D og G:
Lanell+12: MF#11 D og G:
Lanel3+14: MF#12 D og G:
Lanel5+64: MF#33 D og G:

midja:

Lane 1+2: MF#34 D og G:
Lane 3+4: MF#37 D og G:
Lane 5+6: MF#38 D og G:
Lane 7+8: MF#40 D og G:
Lane9+10: MF#42 D og G:
Lanell+12: MF#44 D og G:
Lanel3+14: MF#46 D og G:
Lanel5+16: MF#50 D og G:

nedst:

Lane 1+2: MF#51 D og G:
Lane 3+4: MF#52 D og G:
Lane 5+6: MF#62 D og G:
Lane 7+8: MF#63 D og G:
Lane9+10: MF#70 D og G:
Lanell+12: MF#77 D og G:
Lanel3+14: CT D og G:
Lanel5+16:BLANK: REPEAT

Endurtaka purfti alla pessa keyrslu vegna mikillar mengunar i blank (brunnar 15+16 i nedstu r6d).
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Fylgiskjal Il

Lausnir fyrir DNA einangrun

5x raudblédkorna sundrulausn (Red Cell Lysis buffer, RCL) (= 1L)

Sukrosi (lokastyrkur 1,6 M) 548 g.
Triton X-100 (lokastyrkur 5%) 50 mL.
MgCl, * 6 H,O (lokastyrkur 25 mM) 25 mL.
1 M Tris-HCI pH 7,5 (lokastyrkur 60 mM) 60 mL.

Leysa sukrésann i 500 mL af dH,0.

Baeta Triton X-100, MgCl, * 6 H,O og Tris-HCI Ut i.
Fylla upp ad 1 L med dH,0.

Geyma vid 4°C i allt ad 6 manudi.

petta er pynnt til ad bda til 1x raudblédkorna sundrulausn.
5x préteinasa K buffer (=10mL)

750 pL 5 M NaCl (lokastyrkur 0,375 NacCl).
2,4 mL 0,5 M EDTA pH 8,0 (lokastyrkur 0,12 M EDTA).

Fylla ad 10 mL med dH,0.
Filter/sia 0,45 pym.
Geyma vio 4°C i allt ad 6 manudi.

Préteinasa K ensimalausn (= 1mL)

Préteinasi K 10 mg

geyma vid -20°C

20% SDS (=10 mL)
ATH, medhoéndla SDS-duft i hiddinu, nota grimu. SDS er minna skadlegt pegar pad er

komid i lausn
2 g SDS (sodium dodecyl sulfate)
Leysa i 8 mL af dH,O
Fylla ad 10 mL med dy20

Geyma vid herbergishita i allt ad 6 manudi
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Mettud NaCl lausn (=1 L)
350,6 g NaCl.
Leysa i 800 mL af dH,O.
Fylla ad 1 L med dH,O0.
Autoclavera.

Geyma vid herbergishita i allt ad 6 manudi.

ATH: lausnin verdur mettud og flaskan mun innihalda 6uppleyst NaCl-salt.

1x TE buffer (=100 mL)
1 mL 1M Tris-HCI pH 7,5 (lokastyrkur 200 mM Tris-HCI).
200 L 0,5 M EDTA (lokastyrkur 1 mM EDTA).
Blanda vid 100 mL af dH20.

Autoclavera.

Geyma i allt ad 6 manudi.

Vidbétarlausnir, svo heegt sé ad laga peer lausnir sem talid var hér upp:

1 M MgCp, * 6 H,0 (=05 1)

101,6 g MgCl, * 6 H,0.
Blanda i 400 mL af dH,0.
Fylla ad 500 mL med dH,O0.
Autoclavera.

Geyma vid herbergishita.

1MTris-HCIpH75(=11)

121,1 g Tris-base.

Leysa i 800 mL af dH,O.

Stilla pH med mettadri HCI i 7,5.

Leyfa lausn ad kélna ad herbergishita 4dur en endanleg pH-stilling fer fram.
Stilla rtmmalid a 1 L med dH,0.

Autoclavera.

Geyma vid herbergishita.
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5MNaCl(=11)

292,2 g NaCl.

Leysa i 800 mL af dH,O.

Stilla rimmal 4 1 L med dH,0.
Autoclavera.

Geyma vid herbergishita.

0.5MEDTApHS80(=11)

186,1 g EDTA (disodium-ethylene-diamine-tetrascetate)

ca 20 g NaOH toflur (pellets) — ekki setja allar toflurnar strax uti, til ad tryggja
ad pH qildi fari ekki upp fyrir 8

Leysa EDTA-i6 i 800 mL af dH,O

Hraera vel a segulhristara (EDTA-i0 er ad fullu uppleyst pegar pH neer 8,0).

Stilla pH a 8,0 med NaOH téflunum (beeta 19 g af téflunum ati & medan verid
er ad hreera i lausninni. Halda afram ad hraera og beaeta heegt einni og einni
toflu af NaOH ut i par til pH = 8,0 og EDTA-id er ad fullu leyst. Passa ad setja
ekki of mikid NaOH)

Stilla rdimmalio a 1 L med dH,0
Autoclavera

Geyma vio herbergishita
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Fylgiskjal IV

Lausnir fyrir rafdratt

5x TBE (1L):
549  TrisBase

27,59 Boric Acid
20mL 0,5M EDTA pH 8,0

1,5% Agardsagel:

900 mg Agarosi (SeaKem® ME agarose)
60 mL 0O,5xTBE
6uL  SYBR® safe (invitrogen).
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