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Abstract 

Farming of cod has received increased interest during the last years. In the year 

2009 production of farmed cod was about 18 000 tonnes in Norway; 1 000 

tonnes in the United States of America and Canada; and 2 000 tonnes in 

Iceland. A big problem in farming of cod is the high mortalities experienced 

during early larval stages. The immune system of cod larvae is poorly 

developed at hatch and vaccination therefore not an option for protecting the 

larvae at the early production stages. Cod larvae therefore have to depend on 

the innate, unspecific immune system for their protection against the high 

numbers of environmental microorganisms that are commonly experienced 

under intensive culture conditions. Stimulation of innate immune parameters 

may therefore be of importance for improved larval survival during early 

production stages. 

The aim of this project was to measure the expression of selected genes related 

to the innate immune system of cod larvae. The expression of IgM and 

lysozyme was measured in larvae 10 and 26 days post hatcing (dph) using the 

RT-qPCR method and Ubiquitin selected as the housekeeping gene for 

comparison. The effects of nutrient supplementation on the expression of the 

selected genes were also investigated. The results indicate that peptide 

enhanced live feed may stimulate both IgM and lysozyme gene expression. 

 

 

Keywords: IgM, lysozyme, RT-qPCR, innate immune system, cod larvae  
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Útdráttur 

Þorskeldi er vaxandi atvinnugrein í heiminum. Árið 2009 var framleiðsla á 

eldisþorski um það bil 18000 tonn í Noregi, 1000 tonn í Bandaríkjunum og 

Canada og um það bil 2000 tonn á Íslandi. Meðal helstu vandamála sem 

atvinnugreinin glímir við er það hversu hátt hlutfall lirfa deyr á fyrstu stigum 

eldisins eða fram að þeim tíma þegar hægt er að bólusetja lirfurnar. Á fyrsta 

tímabilinu eftir klak er áunnin ónæmisvörn ekki til staðar og þurfa lirfurnar því 

eingöngu að treysta á ósérhæfða ónæmiskerfið í baráttu sinni gegn 

utanaðkomandi sýklum. Með því að finna leiðir til að efla svörun 

ónæmiskerfisins á þessum fyrstu lirfustigum er talinn möguleiki á að auka 

megi lífslíkur þeirra.  

Markmið þessa verkefnis var að mæla tjáningu á tveimur genum sem tengjast 

ósérhæfðri ónæmissvörun lirfanna, þ.e. IgM og lysozyme. Sýni voru tekin á 

tveimur mismunandi tímapunktum þ.e 10 dögum og 26 dögum eftir klak, af 

lirfum sem fóðraðar höfðu verið með lifandi fæðudýrum sem höfðu verið 

næringarbætt með ufsapeptíðum í tveimur mismunandi 

meðhöndlunarskömmtum. Til samanburðar voru lirfur sem fengið höfðu 

hefðbundin fæðudýr.  

Notast var við RT-qPCR aðferðina við magngreiningu á tjáningu IgM og 

lysozyme. Ubiquitin var notað sem samanburðargen við mat á tjáningu 

genanna.  

Niðurstöður rannsóknarinnar benda til þess að fóðrun lirfanna með 

peptíðbættum fæðudýrum auki tjáningu á bæði IgM og lysozyme.  

 

Lykilorð: þorsklirfur, ósérhæfð ónæmissvörun, IgM, lysozyme, RT-qPCR 
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Útskýringar á skammstöfunum 

RNA:  Ribonucleic acid 

DNA:  Deoxyribonucleic acid 

cDNA:  Complementary DNA 

PCR:  Polymerase chain reaction 

qPCR:  Quantitative real-time PCR 

RT-qPCR: Quantitative real-time reverse transcription PCR 

IgM:  Immunoglobulin M 

sIgM-H:  Secreted form of Immunoglobulin M heavy chain 

mIgM-H: Membrane bound form of Immunoglobulin M heavy chain 

dek:  Dagar eftir klak 

Tm:  Melting temperature 
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Inngangur 

Fiskeldi hefur á undanförnum árum verið vaxandi atvinnugrein og mikilvægi 

þess ótvírætt vegna aukinnar þarfar á framleiðslu á próteinríkri fæðu meðal 

annars vegna vaxandi mannfjölda í heiminum. Framleiðsla eldisfisks var um 

52,5 milljónir tonna árið 2008 sem var 36,9% af alheimsafla fisks. Hlutfall 

eldisfisks í alheimsafla jókst úr 34,5% árið 2006 í 36,9% árið 2008 eða um 2,4 

% (Kjørsvik, Kryvi, Arnfinnson, Kvenseth, & Meeren, 1991). Árið 2010 var 

heimsframleiðsla eldisfisks 59,9 tonn sem var aukning uppá 7,5 % frá árinu 

2009, það ár var heildarframleiðsla eldisfisks 55,7 tonn (FAO Fisheries and 

Aquaculture Department, 

2012). Atlandshafs 

þorskurinn er nýleg tegund í 

eldi en lofar góðu (Kjørsvik, 

Kryvi, Arnfinnson, 

Kvenseth, & Meeren, 1991) 

því þorkseldi er talin vera ein 

leiðin til þess að mæta aukinni 

þörf fyrir framleiðslu á 

próteinríkri fæðu á meðan 

hnignun er í villta þorskstofninum (Andersen, 2009) og því hefur á 

undanförnum árum aukin athygli manna beinst að þorskeldi (Kjørsvik, Kryvi, 

Arnfinnson, Kvenseth, & Meeren, 1991). Stöðug aukning hefur verið á 

framleiðslu eldisþorsks í heiminum síðasta áratuginn (Mynd 1) árið 2009 var 

áætluð framleiðsla eldisþorsks 18 þúsund tonn í Noregi, 1 þúsund tonn í 

Bandaríkjunum og í Kanada og 2 þúsund tonn á Íslandi (FAO Fisheries and 

Aquaculture Department, 2012). 

 

Mynd 1: Heimsframleiðsla eldisþorsks á árunum 
1950-2010. Myndin sýnir afla í þúsundum tonna ( 
Food and Agriculture Organization of the United N, 
2012) 
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 Í nokkrum löndum er nú framleitt mikið magn hrogna og lirfa í eldi en stærsta 

vandamálið sem menn glíma við er hve lágt hlutfall lirfa lifir af þroskaskeiðið 

fram að þeim tíma þar sem hægt er að bólusetja seiðin (Seppola, Mennen, 

Myrnes, Tveiten, & Johnsen, 2009). Á fyrstu 4-8 vikum eftir klak lirfanna 

verða mikil afföll (Magnadóttir, Lange, Steinarsson, & Guðmundsdóttir, 2004) 

og einungis í kringum 10 % lirfanna lifa af fyrstu þroskaskeiðin (Steinarsson, 

2007).  

 

Þroskaferli þorsklirfa 

Þroskaferli þorsklirfa hefur verið mikið rannsakað og er ferlið vel þekkt. 

Tímabilið frá frjóvgun og að klaki er 12-14 dagar. Á dögum 0-2 eftir frjóvgun 

verða frumuskipti í egginu, á dögum 2-3 myndast holfóstur og á dögum 4-10 

myndast líffæri lirfunnar. Það er síðan á dögum 10-12 eftir frjóvgun sem lirfan 

safnar sér næringarforða sem endist henni þar til 3-6 dögum eftir klak. Þá 

opnast munnur lirfunnar og hún byrjar að taka inn fæðu. Lirfan fullþroskast svo 

á næstu 30-40 dögum (Magnadóttir, Lange, Steinarsson, & Guðmundsdóttir, 

2004). Lirfur margra fisktegunda og þar á meðal lirfur Atlandshafs þorsksins 

eru í raun mjög óþroskaðar þegar þær klekjast og eru því mjög viðkvæmar fyrir 

sýkingum af völdum tækifærisbaktería úr umhverfinu og þá sérstaklega þar til 

ónæmiskerfi þeirra hefur náð fullum þroska og áunnin ónæmissvörun hefur 

þroskast. Fyrstu 2-3 mánuðina í lífi lirfa er áunnið ónæmissvar ekki til staðar 

og á þeim tíma er meðfædda/ósérhæfða ónæmissvörunin eina vörn lirfanna 

gegn sýklum og tækifærissýklum í umhverfinu (Magnadóttir, Lange, 

Steinarsson, & Guðmundsdóttir, 2004). Því er mikilvægt að rannsaka starfsemi 

lirfa á þessum þroskastigum og komast að því hvenær svörun meðfædda 

ónæmiskerfisins hefst (Seppola, Mennen, Myrnes, Tveiten, & Johnsen, 2009). Í  

því samhengi er aukin þekking á virkni og byggingu mótefnasameindarinnar 

IgM mikilvæg (Ansari, Khodadadi, Peyghan, & Raissy, 2011). Mikið 

bakteríuálag fylgir fóðurdýrum lirfa og getur það reynst lirfum ofviða.            
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Af þessum sökum er talið að aðferðir sem efla meðfæddu ónæmissvörunina hjá 

lirfunum á þessum fyrstu þroskastigum gætu leitt til framleiðslu sterkari lirfa 

og þar með lækkað dánartíðni á fyrstu stigum eldisins (Kjørsvik, Kryvi, 

Arnfinnson, Kvenseth, & Meeren, 1991). Það er þó fleira en óþroskað 

ónæmiskerfi sem tengt hefur verið miklum lirfudauða á fyrstu þroskaskeiðum. 

Lirfudauði hefur sömuleiðis verið tengdur þáttum eins og lélegum 

hrognagæðum sem geta m.a. orsakast af lélegum genum foreldrafiska. Auk 

þess sem þekktir eru ýmsir þættir í eldisumhverfinu sem geta haft áhrif á 

afkomu lirfa svo sem streituvaldandi þættir eða slæm skilyrði í eldisvökvanum 

(Seppola, Johnsen, Mennen, Myrnes, & Tveiten, 2009). 

Það er mikilvægt að finna kjöraðstæður í eldi sjávarlirfa á fyrstu aldursstigum 

því að sýnt hefur verið fram á það í nýlegum rannsóknum að vöxtur lirfa og 

seiða á fyrstu aldursstigum þeirra skilar sér í vaxtarforskoti sem helst áfram út í 

aðal vaxtarfasann. Að auki skila kjöraðstæður og sérhæft fóður í eldi sér í 

heilbrigðari og lífvænlegri lirfum (Imsland, Foss, Koedijk, Folkvord, 

Stefansson, & Jonassen, 2007). Næringarsamsetning fyrstu fæðu lirfa 

sjávarfiska skiptir því höfuðmáli (Kjørsvik, Kryvi, Arnfinnson, Kvenseth, & 

Meeren, 1991). Sjávarlirfur þurfa að nærast á lifandi fóðurdýrum á fyrstu 

stigum þroska og er í flestum tilfellum notast við hjóldýr og/eða saltvatnsrækju 

sem þó eru næringarsnauð fæða sem krefst auðgunar með fitublöndu til þess að 

styðja eðlilegan þroska lirfa.  

Rannsókn sem gerð var árið 2008 á meðhöndlun þorsklirfa með 

ufsapróteinmeltu á ákveðnum þroskastigum leiddi í ljós að meðhöndlun með 

ufsapróteinum í ákveðnum styrkleika skilaði sér í heilbrigðari lirfum auk þess 

sem fram kom örvun á lykilþáttum (IgM og lysozyme) ósérhæfðar 

ónæmissvörunar (Hákonardóttir & Hrólfsdóttir, 2008.). Niðurstöður rannsókna 

benda einnig til þess að með því að stuðla að bættum gæðum á lirfum á fyrstu 

þroskastigum þeirra megi auka lifun þorsklirfa í eldi í allt að 30-40% 

(Jóhannsdóttir, Björnsdóttir, Þórarinsdóttir, Hákonardóttir, & Hrólfsóttir, 

2008). 
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Ónæmiskerfið  

Öll hryggdýr hafa bæði meðfætt og áunnið ónæmiskerfi sem ver þau gegn 

óæskilegum sýklum sem valdið geta þeim skaða (Janeway & Medzhitov, 

2002). Meðfædda ónæmissvörunin er ósérhæfð og er fyrsta svar við árás sýkla 

(Inami, 2011). Ósérhæfða ónæmissvörunin verður til hjá fiskum skömmu fyrir 

eða jafnvel ekki fyrr en eftir klak, en lengri tíma tekur að byggja upp 

áunnið/sérhæft ónæmiskerfi (Saurabh & Sahoo, 2008). Áunnin ónæmissvörun 

byggir á því að frumur ónæmiskerfisins læra að „þekkja“ þá sýkla sem einu 

sinni hafa gert árás á einstaklinginn og „muna“ eftir þeim (minnisfrumur). 

Ónæmiskerfi einstaklingsins bregst þá hratt við næstu árás sýkilsins þannig að 

hann nær oft á tíðum ekki að veikja einstaklinginn. Hluti ósérhæfða/meðfædda 

ónæmiskerfisins eru sameindir (molecules) sem eru einskonar náttúruleg 

bóluefni. Þessar sameindir eru fyrsta vörn líkamans við árás sýkla og eru þær 

til að mynda staðsettar á yfirborði slímhúðar og stuðla þar að ónæmissvörun 

(Inami, 2011). Þessar sameindir eru meðal annarra lysozyme og IgM. 

Áður fyrr var talið að ekki væri hægt að bólusetja þorsk en nýlegar rannsóknir 

hafa sýnt að þetta er mögulegt (Pilström, Warr, & Strömberg, 2005). Margt 

bendir þó til þess að þorskurinn treysti meira á meðfædda ónæmissvörun 

heldur en áunna vörn. Það sem meðal annars styður þá tilgátu er að í sermi 

þorsksins er að finna mikið magn náttúrulegra mótefna (antibody) (Inami, 

2011). Í nýlegri rannsókn á genamengi þorsks uppgötvaðist ennfremur 

einskonar „galli“ í ónæmiskefi hans sem lýsir sér í því að þorskinn vantar 

vefjaflokkasameindina MHC Class II og hjálparfrumur (T-helper cells). 

Hjálparfrumur hafa lykilhlutverki að gegna við framleiðslu sérvirkra mótefna 

og minnisfruma, en það ferli er ræst og eflt með bólusetningu. Þetta er talin 

vera ástæða misjafns og oft á tíðum lítils árangurs við bólusetningu þorsks 

(Magnadóttir B., 2012).  
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Mótefnasameindir 

Rannsóknir á nokkrum fisktegundum hafa leitt í ljós að mótefnasameindir 

(ónæmisglóbulín, e: immunoglobulin) flytjast frá móður til afkvæma og hafa 

áhrif á fyrstu æviskeiðum lirfanna (Kawahara, Inarimor, Urano, & Nomura, 

1993). Mótefnasameindir í fiskum eru að hluta til sömu gerðar og í öðrum 

lífverum (spendýrum). Einhver munur er þó á þessu og er talið að mismunandi 

umhverfisaðstæður dýranna hafi eitthvað með það að gera hver þróunin varð. Í 

fiskum hafa fundist mótefni af IgM (Warr, 1995), IgD (Hordvik, Thevarajan, 

Samdal, Bastani, & Krossoy, 1999), IgZ (Danilova, Bussmann, Jekosch, & 

Steiner, 2005), IgT (Hansen, Landis, & Phillips, 2005) og IgH gerð (Savan, 

Aman, Sato, Yamaguchi, & Sakai, 2005). Líkt og hjá fiskum hafa í spendýrum 

fundist mótefni af IgM og IgD gerð en að auki hafa spendýr mótefnasameindir 

af IgE, IgG og IgA gerð (Kindt, Goldsby, & Osborne, 2007). Mismunandi er þó 

milli fisktegunda hvaða gerðir mótefnasameinda þeir hafa og er IgM sú eina 

sem fundist hefur í ólíkum tegundum sem rannsakaðar hafa verið (Ansari, 

Khodadadi, Peyghan, & Raissy, 2011).      

Bygging IgM í hryggdýrum 

(mynd 2) samanstendur af 

tveimur eins polypeptíð „heavy 

chain“ (H) og tveimur eins 

polypeptíð „light chain“ (L) sem 

er haldið saman af dísúlfíð og 

ósamgildum tengjum. Amínó 

hluti á bæði (H) og (L) hluta IgM 

sameindar hafa svokölluð „breytileg 

svæði“ (variable region) sem stjórna sérhæfingu sameindarinnar þ.e hvaða 

mótefnavaki binst henni. Hinn hluti sameindarinnar kallast „stöðugt svæði“ 

(constant region) og er eins og nafnið gefur til kynna eins milli sameinda (þ.e á 

milli IgM) (Goldsby, Kindt, Osborne, & Kuby, 2003). 

Mynd 2 : Bygging IgM sameindar 
(sótt frá http://wikidoc.org (Gibson, 
2012)) 
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 Til eru tvær mismunandi gerðir af IgM heavy chain þ.e vessabundin (secreted, 

sIgM-H) og himnubundin (membrane bound, mIgM-H). Breytilegu svæðin á 

heavy chain  eru mismunandi eftir því hvaða B fruma framleiðir sameindina, 

en þær Ig sameindir sem framleiddar eru af sömu B frumu eru allar með sömu 

mótefnavaka sérhæfingu (Gibson, 2012). 

IgM er fyrsta gerð mótefnasameinda sem framleidd er þegar ónæmiskefi lífveru 

bregst við áreiti af völdum mótefnavaka, IgM er einnig sú gerð 

mótefnasameinda sem lífvera framleiðir fyrst á sínu æviskeiði og hafa lífverur 

meira magn af IgM heldur en öðrum gerðum 

mótefnasameinda (Kindt, Goldsby, & 

Osborne, 2007). IgM er meðal lykilþátta  í 

meðfæddri ónæmissvörun og er einskonar 

náttúrulegt bóluefni hjá fiskum og fleiri 

lífverum. IgM hefur breiða sérhæfni gegn 

framandi sameindum og er framleitt á 

ýmsum þroskastigum lífvera (Magnadóttir, 

o.fl., 2006) 

IgM hefur einnig getu til að bindast fleiri 

mótefnavökum heldur en aðrar gerðir mótefnasameinda, því það hefur fleiri 

bindistaði fyrir mótefnavaka. IgM í beinfiskum hefur átta bindistaði fyrir 

mótefnavaka (Vesely, Reschova, Pokorova, Hulova, & Nevorankova, 2006), en 

IgM í öðrum fiskum og öðrum lífverum geta haft allt að 10 bindistaði fyrir 

mótefnavaka (Mynd 3) á meðan aðrar gerðir mótefna hafa 2-4 bindistaði 

(Kindt, Goldsby, & Osborne, 2007).  

 

 

 

 

Mynd 3: IgM  með 10 bindistaði 
fyrir mótefnavaka 
(http://www.sanidadanimal.info) 
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Lysozyme (mynd 3) er stór sameind sem hefur því hlutverki að gegna að verja 

lífverur fyrir bakteríum sem valdið gætu þeim skaða. Lysozyme hefur 

bakteríudrepandi áhrif á bæði gram-jákvæðra og gram-neikvæðra sýkla 

(Hansen & Olafsen, 1999) og er ásamt 

fleiri sameindum talið hafa stóru hlutverki 

að gegna í ósérhæfðri ónæmisvörn lirfa 

og seiða fiska (Tatner, Manning, & 

Fletcher, 1985 & 1982). Lysozyme virðist 

hafa stærra/mikilvægara hlutverki að 

gegna í ónæmisvörn fiska en spendýra þar 

sem lysozyme í fiskum hefur talsvert meiri 

bakteríudrepandi virkni heldur en 

lysozyme í spendýrum. Í gram-jákvæðum bakteríum ræðst ensímið á beta 

tengin í peptidoglycan lagi frumuveggjar bakteríanna, brýtur þau niður og 

hindrar með því móti að bakterían nái fótfestu í  lífverunni. Lysozyme hefur 

aðeins önnur áhrif á gram-neikvæðar bakteríur og gætir áhrifa þess ekki fyrr en 

eftir að aðrir hlutar ónæmiskerfisins hafa séð um að brjóta niður ytri frumuvegg 

og innra peptidoglycan lag gram-neikvæðra baktería en þá stuðlar það að 

agnáti bakteríanna með því að virkja átfrumur (macorphages) og önnur hvít 

blóðkorn (leucoytes) (Saurabh & Sahoo, 2008).  

Lysozyme er að finna í slímhúð, eitilvef (lymphoid tissue), blóðvatni og öðrum 

vessum ferskvatns- og sjófiska (Saurabh & Sahoo, 2008). Það finnst í mestu 

magni á þeim stöðum í fiskinum sem einna líklegast er að verði fyrir árás 

sýkla, það er í nýrum og í meltingarvegi, á roði þeirra, á tálknum og í hrognum 

þeirra (Saurabh & Sahoo, 2008). 

Ýmsir þættir bæði í umhverfinu og í lífsferli fiska hafa áhrif á magn og virkni 

lysozyme og má þar sem dæmi nefna þætti eins og aldur, stærð, kyn og 

kynþroska fisksins svo og hita- og sýrustig vatnsins sem hann lifir í. Einnig 

geta mismunandi árstíðir haft áhrif sem og aðrir umhverfisþættir (Saurabh & 

Sahoo, 2008). 

Mynd 4: Lysozyme ( The free 
dictionary, 2012) 
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Til eru 6 mismunandi tegundir af lysozyme, þ.e type-g, type-c, type-i. Type-g og 

type-c hafa fundist í hryggdýrum, þar á meðal í þorski og fleiri fisktegundum, 

type-i hefur fundist í hryggleysingjum. Hinar þrjár tegundirnar af lysozyme, 

finnast í plöntum, bakteríum og bakteríuveirum. Munurinn á lysozyme milli 

tegunda liggur í mismunandi stærð (molecular weights), amínósýru 

samsetningu og eiginleikum þess (enzymatic properties) (Grunclová, o.fl., 

2003; 1996; 2008). G-type lysozyme hefur fundist í ófrjóvguðum eggjum 

þorsksins og bendir það til þess að það flytjist frá móður til afkvæmis. 

(Seppola, Mennen, Myrnes, Tveiten, & Johnsen, 2009) 

Real time qPCR 

Með tilkomu Real time qPCR aðferðarinnar urðu tímamót hvað varðar 

greiningu á magni afurða í sýnum og við mat á genatjáningu. Aðferðin gefur 

nákvæmari niðurstöður en aðrar eldri aðferðir sem hafa verið notaðar við 

rannsóknir t.d. á genastarfssemi lífvera. Með Real time qPCR aðferðinni má 

einnig fylgjast með mögnun afurða í rauntíma í stað þess að fá niðurstöður að 

hvarfinu loknu eins og þegar notast er við venjulegt PCR (Higuchi, Fockler, 

Dollinger, & Watson, 1993). Aðferðin gerir mögulegt að safna gögnum á 

meðan á hvarfinu stendur. Við hefðbundið PCR hvarf er afurðin rafdregin á 

agarose geli eftir lokaskref hvarfsins og litun eða mæling nauðsynleg til þess að 

greina afurðina. Mun lengri tíma tekur því að fá niðurstöður úr hefðbundnu 

PCR hvarfi heldur en úr Real-time PCR (RRC Core Genomics Facility & 

University of Illinois at Chicago, 2003). 

 

 

 

 

 



 

 

 

Háskólinn á Akureyri  Viðskipta-og raunvísindasvið 

                                                                                            Auðlindadeild 

9 

 

 

Greining mögnunar 

Í hvarfinu er notast við flúrljómandi efni (t.d. SYBR Green) sem binst 

markgeninu og gefur flúrljómun í takt við mögnun afurðarinnar (Wong & 

Medrano, 2005). Þegar real-time PCR hvarf er framkvæmt með því að nota 

SYBR Green, sem binst 

ósérhæft við allt tvíþráða 

DNA og gefur þá frá sér 

flúrljómun er nauðsynlegt 

að skoða áreiðanleika 

niðurstaðna og er það gert 

út frá útliti 

bræðslumarkskúrfu (melt 

curve, mc) (RRC Core 

Genomics Facility & University of Illinois at Chicago, 2003). Sérhæfni 

primeranna er hægt að meta út frá mc, en með því að skoða mc má sjá hversu 

sérhæft primerarnir eru að tengjast DNA í sýninu og þar með magna upp 

áhugaverð svæði (Þórarinsdóttir, 2010). Bræðslumark (Melting temperature, 

Tm) er hitastig þar sem tvíþátta DNA strengur klofnar í einþátta og má greina 

sem sá punktur þar sem ris verður á  mc. Tm er háð G/C innihaldi og lengd 

afurðarinnar sem magnað er. Dæmi um mc má sjá á mynd 4 þar sem Tm þess 

sýnis sem um ræðir á myndinni er í kringum hitastigið 82,5˚C. Helsti ókostur 

við að nota SYBR Green til að greina mögnun er að efnið binst ósérhæft við allt 

tvíþráða DNA og ef mengun hefur komist í hvarfefnið eða ef að niðurbrot 

hefur orðið á DNA þá getur það truflað niðurstöður auk þess sem efnið binst 

líka við primer dimera (þ.e ef primerar hafa bundist sjálfum sér en ekki DNA) 

sem hafa myndast. Þessi tvíþátta form sem magnast ósérhæft hafa tilhneigingu 

til þess að klofna við lægra hitastig og þá sýnir mc fyrir það topp við lægra 

hitastig auk þess að sýna gleiðari topp á línuritinu.                                                                                           

Mynd 5: Hefðbundinn bræðslumarkskúrfa (melt 
curve) (RRC Core Genomics Facility & University 
of Illinois at Chicago, 2003) 
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Á þennan hátt má því greina hvort um eðlilegt sýni sé að ræða og þar með 

eðlilegt hvarf eða hvort um mengun eða annað sé að ræða (RRC Core 

Genomics Facility & University of Illinois at Chicago, 2003).  

 Hlutfallsleg tjáning 

Tjáningu gena er hægt að mæla á mismunandi hátt. Nota má hlutfallslega 

tjáningu (relative) og einnig er hægt að mæla beina tjáningu (absolute). Þegar 

notast er við hlutfallslega tjáningu gena eins og gert var í þessari tilraun þarf að 

hafa samanburðargen til viðmiðunar. Gen sem hægt er að nota sem 

samanburðargen eru gen sem eru alltaf tjáð í sama magni í öllum líffærum, 

óháð meðhöndlun eða aldri lífverunnar. Tjáningu gensins sem mæla á er svo 

lýst sem hlutfalli af tjáningu samanburðargensins/-genanna (Wong & Medrano, 

2005). Oft er notast við fleiri en 1 gen sem samanburðargen en í þessari 

rannsókn var notast við eitt gen (ubiquitin). Ubiquitin (ubiq) er lítið prótein 

sem samanstendur af 76 amínósýrum. Það finnst hjá mörgum lífverum 

(Mcdowall, 2012), og það tekur þátt í nánast öllum mikilvægum ferlum í 

frumunni (Hoffmann, 2009). Til dæmis tekur það þátt í stjórnun á flæði 

gegnum frumuhimnu. Ubiq virkar með því að tengjast öðrum próteinum 

(ubiquitinylation) sem síðan stjórna virkni og staðsetningu próteinsins 

(Mcdowall, 2012). 

 Rannsóknir sem framkvæmdar voru árið 2008 á 10 mismunandi genum úr 6 

mismunandi vefjum úr Atlantshafs þorskinum með það að markmiði að finna 

hvert þeirra væri heppilegast að nota sem samanburðargen við rannsóknir á 

genatjáningu þorsks, leiddi í ljós að ubiq virtist hafa stöðugustu tjáninguna af 

þessum 10 genum og því vænlegast til notkunar sem slíkt (Olsvik, Lie, & 

Söfteland, 2008). 
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Comparative Ct aðferð (2
-∆∆C

t
 aðferð) 

Comparative Ct reikniaðferð er aðferð sem hægt er að nota til þess að reikna út 

hlutfallslega breytingu á tjáningu markgens/markgena miðað við tjáningu 

viðmiðunargens/viðmiðunargena (Livak & Schmittgen, 2001). Til að 

niðurstöður þessarar aðferðar verði sem nákvæmastar er mikilvægt að genið 

sem skoða á (markgenið) og viðmiðunargenið séu mögnuð upp samtímis, þ.e. 

sett á sömu keyrsluplötu í mögnunarhvarfinu. Einnig er mikilvæg að keyra 

sýnin í endurtekningu (Wong & Medrano, 2005), til þess að koma í veg fyrir 

skekkjur af völdum ónákvæmni í vinnubrögðum (pípettun ofl) en í þessari 

tilraun voru sýni til dæmis keyrð í þrítekningu. 

Við bestu aðstæður við mögnun má áætla að nýtni mögnunar sé 100% en þá 

tvöfaldast magn afurðar við hvern mögnunarhring. Þetta er hins vegar yfirleitt 

ekki raunin og er nýtnin yfirleitt 85-90% (Kubista, o.fl., 2006). Comparative Ct 

aðferðin gerir hins vegar ráð fyrir því að markgenið og viðmiðunargenið hafi 

bæði 100% nýtni (efficiencies (E = 2 = 100%) en markgenið og 

viðmiðunargenið þurfa að hafa jafna mögnunarskilvirkni/afköst til þess að sem 

bestur samanburður fáist (Kenneth & Schmittgen, 2001). Niðurstöður mælinga 

úr Real-time qPCR hvarfinu eru síðan teknar og meðaltalsgildi fyrir mögnun 

hvers gens fundið, þ.e meðaltal tekið af öllum mælingum af sýnum úr sama 

meðhöndlunarhópi. Til að finna út ∆Ct fyrir markgenið eru því teknar 

niðurstöður meðaltalsmælinga á markgeninu hjá ákveðnum sýnahópi og 

meðaltalsmæling á tjáningu viðmiðunargens hjá sama sýnahópi dregið frá (eða 

∆Ct Markgen = tjáning Markgen – tjáning Viðmiðunargen). Síðan er reiknað út 

∆∆Ct fyrir markgenið hjá sýnahópnum  með því að finna mismun á ∆Ct 

markgensins í meðhöndlunarhópnum og ∆Ct markgensins í 

viðmiðunarhópnum. Niðurstaðan er svo sett inní jöfnuna 2
-∆∆Ct 

og útkoman er 

hlutfallsleg tjáning fyrir markgenið í hlutfalli við tjáningu á völdu 

viðmiðunargeni (Þórarinsdóttir, 2010). 
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Meginskref mögnunarhvarfsins (Real time qPCR hvarfsins) 

Mögnunarhvarfið skiptist í 4 skref (mynd 6), það er línufasa (linear ground 

phase, 1st phase), fyrri vaxtarfasa (early exponential phase, 2nd phase), 

vaxtar/log fasa (exponential/log 

liner phase, 3rd phase) og stöðufasa 

(plateau phase, 4th phase) 

(Trichopad, Dilger, Schwaez, & 

Pfaffl, 2003). Í línufasa hefur 

mögnun gens ekki hafist og styrkur 

fljúrljómunarinnar er  ekki orðin 

meiri en styrkur flúrljómunar bakgrunnsins. 

Þegar hvarfið skiptir úr línufasa yfir í fyrri 

vaxtarfasann er sá tímapunktur einskonar „þröskuldur“ (cycle threshold) og 

sem kallaður er  „Ct,
“
. Þetta er sá tímapunktur eða PCR hringur þar sem 

mögnun/tvöföldun gensins hefst og er upphaf mögnunarinnar reiknað út frá 

þessum punkti (Heid, Stevens, Livak, & Williams, 1996). Eftir því sem 

upphaflegur styrkur markgensins er meiri, því fyrr byrjar mögnunin og skilar 

það sér í lægra „Ct“ gildi. Styrkur flúrljómunarinnar segir til um 

styrk/margföldun PCR afurðarinnar. Í vaxtarfasanum á sér stað aðal mögnunin 

á geninu og afurðin tvöfaldast við hvern hring. Þegar styrkur hvarfefna hefur 

minnkað og er ekki lengur nægjanlegur til að framkalla flúrljómun er 

stöðufasanum (plateau phase) náð, (Bustin, 2000) og hvarfinu lokið. 

 

 

 

Mynd 6: Fjögur meginskref 
mögnunarhvarfsins (Pfaffl, 2003) 
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Rannsóknarspurningar verkefnisins 

Markmið rannsóknarverkefnisins var að mæla tjáningu á völdum genum (IgM 

og lysozyme)  sem þátt taka í ósérhæfðri ónæmissvörum í þorsklirfum og nota 

til þess Real-time qPCR aðferðina. Gerður var samanburður á tjáningu genanna 

á mismunandi þroskastigum lirfa, það er 10 dögum og 26 dögum eftir klak 

(dek). Einnig var rannsakað hvort næringarauðgun fæðudýra með 

ufsapeptíðum í mismunandi styrkleika hefði áhrif á tjáningu genanna. 

 

Helstu rannsóknarspurningar verkefnisins voru eftirfarandi: 

 

 Hefur meðhöndlun fæðudýra með ufsapeptíðum áhrif á tjáningu IgM og 

lysozyme í þorsklirfum ? 

 

 Er munur á tjáningu ónæmisgenanna á mismunandi aldursstigum lirfa?  
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Framkvæmd  

Rannsakaðar voru lirfur á tveimur mismunandi aldursstigum þ.e  10 og 26 dek. 

Byrjað var á því að einangra RNA úr heilum lirfum, gæði og styrkur RNA í 

sýnum kannað og RNA síðan umbreytt í cDNA. Að lokum var Real-time qPCR 

hvarfið framkvæmt til að ákvarða tjáningu genanna samanborið við 

viðmiðunargen sem var ubiq en rannsóknir hafa sýnt fram á að tjáning þess sé 

nokkuð stöðug óháð þroskastigi, næringu eða umhverfisaðstæðna lífvera. 

Efniviður tilrauna og sýnataka 

Efniviður rannsóknarinnar var fenginn úr tilraun sem framkvæmd var í 

tengslum við verkefnið COD-Atlantic sem styrkt er af NORA og AVS 

sjóðunum og unnið í samstarfi Matís, Háskólans á Akureyri, 

Hafrannsóknastofnunar og erlendra samstarfsaðila.  

Rannsóknin var framkvæmd í maí og júní 2011 að Stað við Grindavík. 

Tilraunir voru framkvæmdar í þrítekningu þar sem lirfur voru fóðraðar með 

lifandi fæðudýrum sem höfðu verið meðhöndluð með ufsapeptíðum í tveimur 

mismunandi meðhöndlunarskömmtum (100 ppm og 200 ppm), hér eftir kölluð 

„peptíðbætt fæðudýr“. Lirfur voru fóðraðar með peptíðbættum fæðudýrum 

tvisvar á dag, þrjá daga vikunnar (mánudag, miðvikudag og föstudag) frá því 2 

dek og þar til 42 dek.. Til samanburðar voru lirfur í þremur kerum fóðraðar 

með fæðudýrum sem ekki höfðu verið auðguð með ufsapeptíðum, hér eftir 

kölluð „hefðbundin fæðudýr“. Tekið skal fram að lirfur í öllum kerum voru af 

sama uppruna, þar sem eini breytilegi þátturinn var að þær voru fóðraðar með 

mismunandi meðhöndluðum fæðudýrum á tilraunatímanum.  

Tilraun var framkvæmd af starfsmönnum Hafrannsóknastofnunar og 

ufsapeptíðin framleidd af Iceprotein hf. á Sauðárkróki. Sýnataka fyrir 

rannsóknir á genatjáningu var framkvæmd af starfsmanni Matís í Reykjavík.  
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Sýnum var safnað á þremur tímapunktum, þ.e. 10, 26 og 44 dek. lirfur frystar 

stakar í fljótandi köfnunarefni í RNAse free glösum (til að koma í veg fyrir að 

mengun/óhreinindi spillti sýnunum) og flutt á þurrís til Akureyrar þar sem 

glösin voru geymdi við -80°C þar til frekari úrvinnsla fór fram. 

Meðhöndlun sýna: 

Framkvæmd RT-qPCR má í stuttu máli skipta í eftirfarandi skref. 

Einangrun RNA  →  Magngreining á RNA  →  RNA umritað í cDNA →  

Real-time qPCR  → Greining niðurstaðna 

Í þessu verkefni voru rannsökuð sýni af lirfum 10 og 26 dek sem fóðraðar voru 

með „peptíðbættum fæðudýrum“  í annarsvegar 200 ppm styrk (sýni úr 3 

kerum merkt H1, H2 og H3) og hins vegar 100 ppm styrk (sýni úr 3 kerum 

merkt L1, L2 og L3). Til samanburðar var á sömu dögum safnað sýnum af 

lirfum sem fóðraðar voru með „hefðbundnum fæðudýrum“ (sýni úr 3 kerum 

merkt C1, C2 og C3). Niðurstöður  rannsókna á þessum sýnum voru ennfremur 

bornar saman við rannsókn á 44 daga gömlum lirfum en sú rannsókn var 

framkvæmd sem hluti af öðru verkefni. 

 Við framkvæmd þessara rannsóknar voru sýni rannsökuð á þrjá mismunandi 

vegu: 

 Sýnum sem safnað var 10 dek og 26 dek úr kerum L1, L2 og L3 

samanborið við sýni úr kerum C1, C2 og C3. Þrjár lirfur voru 

teknar úr hverju keri og samtals því unnið með 36 lirfur. RNA 

var einangrað úr hverri og einni lirfu fyrir sig og styrkur þess 

mældur með Qubit® Fluorometer (Tafla 7).  

 Sýnum sem safnað var 10 dek og 26 dek af lirfum úr kerum L1, 

L2 og L3 samanborið við lirfur úr kerum C1, C2 og C3. Fimm 

lirfur voru teknar úr hverju keri og þær sameinaðar áður en 

RNA var einangrað úr þeim. Í heildina var því RNA einangrað  
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úr 60 lirfum en eftir að búið var að sameina 5 lirfur í eitt sýni var 

unnið áfram með samtals 12 sýni. 

 Sýnum sem safnað var 10 dek og 26 dek af lirfum úr kerum H1, 

H2 og H3 samanborið við lirfur úr kerum C1, C2 og C3. Tvær 

lirfur voru teknar úr hverju keri samtals því 24 lirfur. Lirfur úr 

sama keri voru sameinaðar áður en RNA var einangrað úr þeim 

þannig að áfram var unnið með 12 sýni. Einungis náðust  

lokaniðurstöður úr rannsókn á þessum sýnum og er því 

framkvæmdarlýsing þessa verkefnis miðuð við þessi sýni og  

niðurstöður verkefnisins byggðar á útkomu rannsóknar á þessum 

sýnum.  

Í framkvæmdarlýsingu hér á eftir er hverju skrefi lýst fyrir sig að undanskilinni 

sýnatökunni því nemandi kom ekki nálægt sýnatöku heldur nýtti sýni sem 

þegar hafði verið safnað og geymd voru við -80°C. 

Framkvæmdarlýsing  

Áður en byrjað var að meðhöndla sýnin þá var byrjað á að þrífa borð, hanska 

og bakka sem sýnaglösin voru látin standa í með RNaseZap® Solution 

(Invitrogen) og síðan skolað með eimuðu vatni. Þetta var gert til að útiloka 

RNAse mengun við meðhöndlun sýna. 

Einangrun RNA 

Lirfur voru sóttar úr frysti og geymdar á ís. Lirfusýni voru mulin í 

eppendorfglösum, ein í einu með sérstökum pinnum og var glösunum dýft 

reglulega í fljótandi köfnunarefni til að halda lirfunum frosnum þar til búið var 

að mylja þær. Eftir að stakar lirfur höfðu verið muldar þá var 200µl af TRI 

Reagent (Sigma) bætt í glasið og það geymt í ísskáp á meðan hinar lirfurnar 

voru meðhöndlaðar með sama hætti. Þegar búið var að mylja allar lirfurnar 

voru 2 lirfur úr hverju keri sameinaðar í hvert glas. 
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 Þetta var gert þannig að mörðu lirfurnar ásamt þeim 200µl af TRI Reagent 

(Sigma) sem settir höfðu verið á hverja lirfu var fært yfir í hreint 

eppendorfglas. Að því loknu hófst RNA einangrun.  

Byrjað var á því að láta sýnin ná herbergishita með því að standa á borði í 5 

mínútur og þau síðan skilvinduð við 12000x g í 10 mínútur við 4˚C til að 

fjarlægja óleysanleg efni sem settust við þetta í botninn á glösunum. RNA-ið 

sat eftir í flotinu sem veitt var ofan af botnfallinu. 200 µl chloroform var bætt 

útí flotið og því blandað vel saman með því að velta glösunum í 15sek. Glösin 

voru látin standa á borði við herbergishita í 10 mínútur og síðan skilvinduð í 15 

mínútur við 12000x g og 4˚C. Efsta lagið í glasinu (það lag sem innihélt RNA-

ið) var veitt ofan af og sett í nýtt glas, 500µl af ísopropanól bætt í glasið og 

glösin svo vortexuð í 5-10sek. Að því loknu voru glösin látin standa á borði í 

10 mínútur og síðan skilvinduð í 5 mínútur við 12000x g og 4˚C. Við það 

fékkst RNA í botnlagið. Flotið var þvínæst veitt ofan af botnfallinu og reynt 

var að ná sem mestu án þess að koma við botnfallið. RNA úr sýnunum var 

síðan þvegið með því að bæta 1ml af köldu 75% etanóli í glasið með 

botnfallinu, glösin skilvinduð við 7500x g í 5 mínútur við 4˚C og flotið 

(etanólið) veitt ofan af. Reynt var að ná sem mestu til þess að fá sem best gæði 

á RNA-inu. Glösin voru svo aftur sett í skilvindu í eina mínútu og afgangurinn 

af flotinu svo veiddur ofan af með fínni pípettu. Þegar búið var að veiða sem 

mest af flotinu ofan af botnfallinu voru glösin látin standa opin á borði í 3-5 

mínútur til að þurrka RNA-ið. Eftir þurrkun var botnfallið leyst upp í 50µl af 

1xDNAse I Reaction Buffer. Til þess að fá 1xDNAse I Reaction Buffer var 10X 

Reaction Buffer þynntur á eftirfarandi hátt: 

1xDNAse I Reaction Buffer: 

 100 µl 10X Reaction Buffer 

 900µl DEPC-treated vatn 

 1ml 1 1x DNAse I Reaction buffer 
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Þegar búið var að leysa upp botnfallið var 0,5µl af DNAse I (1U DNAse  

enzyme) bætt í hvert sýni. Glösin voru svo sett í hita, fyrst í 37˚C í 30 mínútur 

og svo í 75˚C í 5 mínútur.  

Að því loknu voru glösin geymd í frysti þar til mæling á RNA styrk var 

framkvæmd. Nánari lýsingu á hverju skrefi fyrir sig við einangrunina er að 

finna í viðauka I. 

Gæði RNA 

Til þess að kanna gæði RNA, þ.e. niðurbrot RNA í sýnum, var framkvæmdur 

rafdráttur á sýnum á Agarose geli. 

1,25 % Agarosegel: 

 1,2g Agarose duft  

 100ml 0,5TBE lausn  

Sett í örbylgjuofn þar til allt duftið hafði leyst upp. Um það bil 20ml af gelinu 

settir í tilraunaglas og út í það bætt 2µl af SYBR safe. SYBR safe er viðkvæmt 

litarefni sem gerir DNA þræðina sýnilega í gelinu í UV ljósi (Life 

Technologies Corporation, 2012). Gelinu og SYBR safe var blandað saman og 

helt í bakkann og leyft að harðna í um það bil 30 mínútur. 

 Sýni undirbúin fyrir keyrslu á geli : 

 8µl „DEPC-Treated water“ 

 2µl „loading Buffer“ 

 2µl sýni  

 

 

 



 

 

 

Háskólinn á Akureyri  Viðskipta-og raunvísindasvið 

                                                                                            Auðlindadeild 

19 

 

 

Blandað saman í 8 strippa  lengju (lengja úr plasti með 8 brunnum) og sett í 

hita (65˚C) í 5 mínútur. Þegar gelið var orðið hart var það sett í rafdráttartækið, 

0,5x TBE vökvi settur í tækið þannig að flæddi yfir gelið, sýnunum var svo 

raðað í brunnana á gelinu og keyrt í 45 mínútur við 115V. Eftir rafdrátt var 

gelið myndað á UV lampa. 

Magngreining RNA 

Styrkur RNA í sýnum var mældur með Quant-it™ RNA Broad Range Assay 

Kit og Qubit® Fluorometer mæli (mynd 7). Búin var til Working Solution fyrir 

öll sýnin og að auki fyrir 2 viðmiðunarsýni 

(standard) og 2 sýni aukalega vegna pípettuskekkju, 

þ.e til þess að eiga nóg efni, því alltaf tapast eitthvað 

við mælingar.  

Working Solution: 

 Quant-it Buffer : 199µl * sýnafjöldi  

 Quant-it Reagent : 1µl *sýnafjöldi 

Staðalausn til að stilla af Qubit® Fluorometer:  

 190µl Working Solution 

 10µl Staðallausnir (st. 1 og st. 2, Quant-it kit) 

Sýni undirbúin fyrir mælingu: 

 199µl Working Solution 

 1µl sýni 

Blandað saman.  Glösin látin standa á borði í 1 mín áður en ljósgleypni er 

mæld. 

 

 Mynd 7: Qubit® Fluorometer 
(Faith, 2008) 
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RNA umritað yfir í cDNA 

Til þess að auðvelda samanburð sýna þá var cDNA  búið til úr sama magni af 

RNA fyrir öll sýni. Til að finna út hve mikið magn af RNA þyrfti að nota til að 

útbúa cDNA þurfti að taka mið af því sýni sem var með lægsta styrk RNA. 

Hámarksmagn RNA sem hægt er að breyta yfir í cDNA er 2000ng í 10µl af 

sýni og var því reynt að miða við að vinna með um 1800ng ef það var 

mögulegt. Í þessu verkefni reyndist ekki unnt að nota alltaf sama magn RNA úr 

öllum sýnum. Í það skipti sem unnið var með sýni sem samanstóðu af RNA úr 

5 lirfum mældist það lágur styrkur RNA í sýnum C2 (66,6µl/ml) og L3 (22,5 

µl/ml) frá degi 10 að ákveðið var að notast við sýni L1 frá degi 10 sem hafði 

styrkinn 92,2 ng/µl. Sá styrkur var margfaldaður með 10 og fæst þá 922 ng sem 

var því það heildarmagn af RNA sem unnið var með úr öllum sýnum (nema C2 

og L3 frá degi 10 þar sem unnið var með 666 ng og 225 ng). 922 ng var síðan 

deilt með magni RNA (í µg/ml) hvers sýnis til að finna út hve marga míkrólítra 

þyrfti af hverju sýni fyrir sig í hvarfið. Notast var við hámarksmagn (þ. e. 10 

µl) úr sýnum C2 og L3 frá degi 10 því styrkur þeirra sýna var það lítill. Í töflu 

1 sést hve mikið magn þurfti að nota af hverju sýni til að fá sama styrk af RNA 

í öllum sýnunum. Í umritunarhvarfinu er notast við 20µl í heildina þannig að 

10µl af mastermixi (sjá innihald mastermix í töflu 3) voru færðir yfir í hvern 

brunn, síðan það rúmmál af RNA af hverju sýni sem útreikningar sýndu að 

nota þyrfti og loks það magn af H2O sem þurfti á móti hverju sýni til að ná í 

heildina 10 µl (sjá töflu 1) þannig að heildarmagn í hverjum brunni væri 20µl. 
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Tafla 1: Útreikningar á magni hvers sýnis sem nota þurfti til að umrita 922 ng af RNA 
yfir í cDNA. Notast var við hámarksmagn sýnis (10 µl) hjá sýnum C2 og L1 frá degi 10. 
Hvert sýni inniheldur RNA frá 5 lirfum úr sama keri. Í töflunni er einnig sýnt það magn 
af H2O sem nota þurfti á móti rúmmáli RNA sýnis, þannig að heildarmagn sýnis yrði 
samtals 10 µl.  

Sýni/ker 
Sýnatöku- 

dagur 
(dek) 

Magn RNA í sýni 
 [µg/ml] 

Magn sýnis (µl) til 
að umbreyta 

922ng RNA yfir í 
cDNA 

Magn H2O      
(µl) 

C1 26 150 6,1 3,9 

C2 26 150 6,1 3,9 

C3 26 130 7,1 2,9 

L1 26 120 7,7 2,3 

L2 26 140 6,6 3,4 

L3 26 130 7,1 2,9 

C1 10 110 8,4 1,6 

C2 10 66,6 10 0 

C3 10 110 8,4 1,6 

L1 10 92,2 10 0 

L2 10 110 8,4 1,6 

L3 10 22,5 10 0 

 

Sömu aðferð var beitt við útreikninga á magni sem nota þurfti af hverju sýni í 

umritunarhvarfið þegar unnið var með sýni sem samanstóðu af RNA tveggja 

lirfa. Eins og áður var ætlunin að miða við það sýni sem hafði lægstan styrk af 

RNA en vegna þess hve lágur styrkur RNA var í öllum sýnum sem safnað var 

10 dek var ákveðið að miða við lægsta styrk í sýnum sem safnað var 26 dek. 

Það reyndist vera sýni H1 (76,6ng/µl) og þar sem mest er hægt að setja 10µl út 

í hvarfið, þá var eins og áður styrkur sýnis H1 margfaldaður með 10 

(76,6*10)=766ng total RNA úr öllum sýnum frá degi 26. 766 svo deilt með 

magni RNA (í µg/ml) hvers sýnis til að finna út þann míkrólítra fjölda sem 

nota þurfti af hverju sýni (sjá töflu 2). Ekki var hægt að nota þetta viðmið fyrir 

sýnin frá degi 10 vegna þess hve lágur styrkur RNA var í þeim og var því 

notast við hámarksrúmmál úr þeim sýnum það er 10µl. Eins og sést í töflu 2 

reyndist magn RNA í þeim sýnum vera á bilinu 33-50µg/ml.  
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Eins og áður var notast við 20µl í heildina í umritunarhvarfinu, þ.e 10µl af 

mastermixi færðir yfir í hvern brunn og síðan það magn af sýni og H2O sem til 

þurfti til að ná samtals 10µl eins og sýnt er í töflu 2.  

Tafla 2 Útreikningar á magni hvers sýnis sem nota þurfti til að umrita 766ng af RNA 
yfir í cDNA. Notast var við hámarks magn sýnis (10µl) hjá sýnum teknum 10 dek. 
Hvert sýni inniheldur RNA frá 2 lirfum úr sama keri. Lirfur sýna merkt C voru fóðraðar 
með hefðbundnum fæðudýrum en lirfur sýna merkt H voru fóðraðar með 
peptíðbættum (með styrknum 200ppm) fæðudýrum. Taflan sýnir það magn af sýni og 
það magn af H2O sem notað var til að umrita yfir í cDNA, samtals 10 µl. 

  

Sýnatöku-
dagur (dek) 

      

Sýni/ker 
Magn RNA 

í sýni 
[µg/ml] 

Magn sýnis (µl) til að 
umbreyta 766ng 

RNA  í cDNA 

Magn H2O 
(µl)     

C1 26 100 7,7 2,3 

C2 26 100 7,7 2,3 

C3 26 87,9 8,7 1,3 

H1 26 76,6 10 0 

H2 26 79,2 9,7 0,3 

H3 26 83 9,2 0,8 

C1 10 38,1 10 0 

C2 10 49,6 10 0 

C3 10 49,6 10 0 

H1 10 42,8 10 0 

H2 10 45,8 10 0 

H3 10 33,1 10 0 

 

Til þess að búa til cDNA var notast við kit frá Applied Biosystem: „High-

Capacity cDNA Reverse Transscription“. Búið var til 2XRT mastermix í 

eppendorfglasi. Þessi vinna var framkvæmd á ís og ensímið var sett síðast útí 

mastermixið. Búið var til eitt RT-sýni (neikvætt viðmið) sem innihélt sömu 

efnin og mastermixið að undanskildu ensíminu en við það að sleppa því verður 

engin umritun á RNA yfir í cDNA. Efni og magn efna í mastermixinu er sýnt í 

töflu 3. 
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Tafla 3: 2XRT Mastermix sem notað var þegar RNA var umritað í cDNA. Taflan sýnir 
efni og magn efna sem notuð voru í hvert sýni svo og efni og magn efna sem notuð 
voru í RT-sýnið. 

Efni 
Magn fyrir 

RT-Sýni 
eitt sýni 

10xbuffer 2µl 2µl 

dNTP 0,8µl 0,8µl 

Random primer 2µl 2µl 

Multiscribe 1µl 0µl 

DEPC-treated 
water 

4,2µl 5,2µl 

Samtals 10µl 10µl 

 

Glösum var síðan lokað vel, vortexuð í 2-3 sek og loks sett í  microskilvindu til 

að fjarlægja loftbólur. „Reverse-transcriptase“ hvarfinu var því næst komið af 

stað í PCR tæki. Forrit sem notað var er sýnt í töflu 4. 

Tafla 4: PCR forritið sem notað var við „reverse-transcriptase“ hvarfið.  

 
Step 1 Step 2 Step 3  Step 4 

Hitastig (˚c) 25 37 85 4 

Tími 10mín 120mín 5sek  For ever 

Rauntíma-magnbundinn PCR (real-time qPCR) 

Byrjað var á að þynna cDNA sýnin tífalt til að eiga nóg af cDNA efnivið fyrir 

rannsóknir á þeim genum sem áætlað var að greina (IgM, lysozyme og 

kontrólgenið ubiq til viðmiðunar):  

 3µl sýni 

 27µl DEPC-vatn  

Þynna þurfti primerana sem notaðir voru og var það gert á þann hátt að 

lokastyrkur primera yrði 300 nM:  

 2,5µl primer 

 47,5 DEPC-vatn 
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Upplýsingar um þá primera sem notaðir voru er að finna í töflu 5 en þær voru 

fengnar úr meistaraverkefni Eydísar Elvu Þórarinsdóttir við Háskólann á 

Akureyri árið 2010 (Þórarinsdóttir, 2010).  

 

Tafla 5: Upplýsingar um primera og lengd afurðar (amplicon length) (Þórarinsdóttir, 
2010). 

Gen  Primers 
GenBank 
accession 
number 

Forvard primer sequence 5'-3´              
Reverse primer sequence 5´-3´ 

Amplicon 
length 

(bp) 

Heavy chain of 
membrane 

bound 
immunoglobulin            

M 

mIgm 
AJ87128          
(X58871) 

AAGGAATGAATGGTTCTGTGAGG  
TTCAGTCAGGACAAGAAACGCAT 

100 

g-type lysozyme LysTR1 EU377606 
CCGGGAACGTATCTTCAAC      

CTCCTCTCGGTTCGTGGTATCT 
102 

Ubiquitin Ubiq EX735613 
GAGGTCGAGCCCAGTGACA     
GCTTGCCAGCGAAGATCAG 

100 

 

mIgM primerar voru hannaðir af Seppola, Johnsen, Mennen, Myrnes, og 

Tveiten, (2009). LysTR1 primerar voru hannaðir af Eydísi Elvu Þórarinsdóttir 

í meistaraverkefni hennar við HA (Þórarinsdóttir, 2010), út frá röðum í 

GenBank database EU377606 (Larsen, Solstad, Svineng, Seppola, & 

Jörgensen, 2009) Ubiq primerar voru einnig hannaðir af Eydísi Elvu 

Þórarinsdóttir í meistaraverkefni hennar, út frá röðum í GenBank database 

EX735613 (Olsvik, Söfteland, & Lie, 2008) 
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Mastermix fyrir IgM, Ubiq og lysozyme var útbúið samkvæmt töflu 6.  

    Tafla 6: Mastermix. Efni og magn efna 
    í qPCR master mix. 

  

 

 

 

Af mastermixi var 9,7 µl pípettað í hvern brunn. Notaðir voru 24 brunnar fyrir 

hvert gen og 5,3µl af sýni í hvern brunn þannig að heildarmagn í brunni var 

15µl. Auk sýna voru einnig notuð tvö neikvæð viðmiðunarsýni þ.e. NTC þar 

sem sett var vatn í stað sýnis og RT-sýni þar sem við umritun RNA yfir í 

cDNA var sett sýni H1 frá 26 dek en ekkert ensím 

þannig að engin umritun átti sér stað (sjá kafla 

2.3.4.). Hvert sýni var keyrt í þrísýni (uppröðun 

sýna á keyrsluplötur er sýnd í viðauka II). Hver 

plata innihélt því ubiq í þrísýni ásamt annaðhvort 

IgM eða lysozyme í þrísýni. Sýnin voru keyrð á 

þennan hátt þar sem ubiq var notað sem 

viðmiðunargen og þurfti því að keyra það 

samhliða hverju sýni. Plötunum var lokað og þær 

settar í microskilvindu þar til búið var að spinna 

niður allar loftbólur. Plöturnar voru síðan keyrðar 

ein í einu í StepOne Real-Time PCR System tækinu (mynd 8).  

 

 

 

Efni Magn efna 

Sybr Green 7,5µ*sýnafjöldi 

F primer  0,9µl*sýnafjöldi 

R primer  0,9µl*sýnafjöldi 

DEPC-vatn 1,4µl*sýnafjöldi 

Mynd 8: StepOne Real 
Time PCR System 
(GenXPro, 2008) 
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PCR forrit sem var notað við mögnun má sjá á mynd 9. 

 

 

 

  

 

 

Niðurstöður hvarfsins voru síðan notaðar til að reikna út hlutfallslega tjáningu 

IgM og lysozyme miðað við viðmiðunargenið ubiq. Við útreikninga var notuð 

comparative Ct aðferðin (sjá kafla 1.3.3). Marktæki niðurstaðna var kannað og 

var notað til þess T-próf. Gerður var samanburð á tjáningu gena í lirfum í sem 

meðhöndlaðar voru með peptíðbættum (með styrknum 200ppm) fæðudýrum 

samanborið við lirfur meðhöndlaðar með hefðbundnum hætti. Notað var 

forritið SigmaPlot release 3.5 (Systat Software Inc. CAQ 94804-2028 USA). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  Mynd 9: Forrit qPCR mögnunarhvarfisins 
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Niðurstöður 

Í upphafi þessarar rannsóknar var áætlað að vinna með samtals 36 sýni þar sem 

RNA var einangrað úr stökum lirfum. Við mælingu á styrk einangraðs RNA 

kom í ljós að mjög lítið magn af RNA mældist almennt í sýnunum, það lítið að 

ekki reyndist unnt að halda áfram rannsókninni með þetta hráefni. Niðurstöður 

þessara mælinga eru sýndar í töflu 7.  

Tafla 7: Niðurstöður mælinga á styrk RNA úr fyrstu 36 sýnunum sem unnið var með. 
RNA var einangrað úr þremur stökum lirfum úr hverju keri (C1-C3 og L1-L3) og sýnir 
taflan magn RNA sem mældist í hverri þeirra. Sýni C eru sýni úr lirfum sem fóðraðar 
voru með hefðbundnum fæðudýrum en sýni L úr lirfum sem fóðraðar voru með 
peptíðbættum (með styrknum 100ppm) fæðudýrum.  

 

 

 

Sýni/ 
Sýnatöku-
dagur (dek) 

Magn RNA í sýni  Sýni/ 
Sýnatöku-

dagur (dek) 

Magn RNA í  

Ker [µg/ml] Ker Sýni 

       [µg/ml] 

C1 26 100 C1 10 26,9 

C1 26 7,58 C1 10 38,2 

C1 26 11,3 C1 10 18,8 

C2 26 130 C2 10 28,2 

C2 26 10,2 C2 10 58,3 

C2 26 13,5 C2 10 6,46 

C3 26 67,1 C3 10 Ómælanlegt 

C3 26 8,11 C3 10 Ómælanlegt 

C3 26 38,9 C3 10 11,8 

L1 26 16 L1 10 7,54 

L1 26 47,3 L1 10 Ómælanlegt 

L1 26 78,9 L1 10 Ómælanlegt 

L2 26 5,98 L2 10 13 

L2 26 10,3 L2 10 Ómælanlegt 

L2 26 9,12 L2 10 Ómælanlegt 

L3 26 21,5 L3 10 5,1 

L3 26 68,3 L3 10 Ómælanlegt 

L3 26 70,6 L3 10 Ómælanlegt 
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Vegna þess hve lítill styrkur RNA mældist úr hverri lirfu var ákveðið að byrja 

rannsóknina uppá nýtt og 5 lirfur úr hverju keri sameinaðar áður RNA var 

einangrað og styrkur þess mældur með Qubit® Fluorometer. Niðurstöður þessa 

mælinga má sjá í töflu 1. 

Unnið var áfram með þessi sýni á sama hátt og lýst er í framkvæmdarlýsingu 

en þegar niðurstöður úr Real-time qPCR hvarfinu fyrir þessi sýni voru 

skoðaðar kom í ljós að PCR-plöturnar sem notast hafði verið við í hvarfinu 

höfðu verið ranglega merktar og höfðu því verið notaðar rangar plötur. Brunnar 

platnanna bráðnuðu í hvarfinu og því ekki hægt að treysta á niðurstöður  auk 

þess sem það SYBR Green sem notað var í  hvarfið var útrunnið. Töluleg gögn 

úr keyrslu á þessari plötu eru sýnd í viðauka II en ekki var unnið nánar með 

þau gögn. Nokkur tilraunasýni voru þó keyrð í sömu keyrsluplötum en með 

nýju SYBR Green (mynd 10) en ákveðið að framkvæma tilraunina í þriðja 

skipti, með réttar keyrsluplötur og nýtt SYBR Green.  

 

 

Mynd 10: Hlutfallsleg tjáning IgM í Þorsklirfum 10 dögum eftir klak þar sem hvert sýni 
inniheldur RNA frá 5 lirfum. Notaðar voru rangar keyrsluplötur og niðurstöður því ekki 
áreiðanlegar niðurstöður. Súla C sýnir meðaltal og staðalfrávik mælinga í 3 sýnum, af 
lirfum sem fóðraðar voru með hefðbundum fæðudýrum. Súla L sýnir meðaltal og 
staðalfrávik mælinga í 3 sýnum, af lirfum sem fóðraðar voru með peptíðbættum (með 
100ppm styrk) fæðudýrum. Á Y-ás sést hlutfallslegt magn tjáningar miðað við 
viðmiðunargen (Ubiquitin).  
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Aðrar niðurstöður sem fjallað er um hér á eftir miðast við sýni þar sem 2 lirfur 

úr hverju keri voru sameinaðar áður en RNA var einangrað úr þeim. Gerður er 

samanburður á lirfum sem fengu hefðbundin fæðudýr (C) og lirfum sem 

fóðraðar voru með peptíðbættum (með styrknum 200ppm) fæðudýrum  (H). 

Einnig er gerður samanburður á sýnum úr lirfum 10 dek og 26 dek . 

Gæði RNA 

Gæði einangraðs RNA voru metin með því að rafdraga RNA-afurðirnar í 

agarose geli. Mjög ógreinileg bönd greindust í gelinu og því erfitt að meta gæði 

einangraðs RNA en miðað við eftirfarandi niðurstöður var talið að gæði RNA í 

sýnum væri fullnægjandi og ekki var talið að um niðurbrotið RNA væri að 

ræða. 

Styrkur RNA 

Styrkur RNA í sýnum var mældur með Qubit® Fluorometer og eru niðurstöður 

sýndar í töflu 2. 

Bræðslumarkskúrfur (Melt curves, mc) 

Mynd 10 sýnir niðurstöður mc fyrir IgM og lysozyme. Einnig eru myndir af mc 

fyrir ubiq sem keyrt var með til viðmiðunar. Mynd 11A sýnir 

bræðslumarkskúrfu fyrir IgM þorsklirfa 10 dögum eftir klak og virðist vera 

sem Tm sé mjög mismunandi á milli sýna. Líklegt er að þessi keyrsla hafi ekki 

heppnast sem skildi þar sem primer-dimer gætu hafa myndast eða einhver 

mengum hafi komist í sýnin. Bræðslumarkskúrfa sem fékkst af IgM úr lirfum 

26 dögum eftir klak (mynd 11E) sýnir að Tm þar var í mörgum sýnum 82,19˚C 

en eins og sést á myndinni rís kúrfan í öðrum sýnum að hluta til fyrir þann tíma 

sem bendir til þess að mengun hafi komist í þau sýni eða þá að um primer 

dimer sé að ræða að hluta til. Á myndum 11B, 11C, 11D, 11F, 11G og 11H rísa 

bræðslumarkskúrfurnar á bilinu 79,8-80,25˚C og gott samræmi er á milli sýna. 

Því má gera ráð fyrir að þessi sýni hafi verið ómenguð, RNA ekki niðurbrotið 

og að primer dimerar séu ekki að trufla hvarf þessara sýna. 
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  Mynd A. Tm mjög 
mismunandi á milli sýna 

  Mynd B. Tm =80˚C 

 Mynd C. Tm = 79,9˚C 

 

 Mynd D.  Tm = 80,1 ˚C 
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 Mynd E. Tm breytilegt 
eftir sýnum 

   Mynd F. Tm = 80,25 ˚C 

 Mynd G . Tm = 79,8 ˚C Mynd H. Tm =80,25 ˚C 

Mynd 11: Bræðslumarkskúrfu niðurstöður fyrir Igm lysozyme og ubiquitin í þorsklirfum 10 
og 26 dögum eftir klak. „Melting temperature“(Tm) hvers gens er tilgreint við hverja mynd. 
Mynd 11A sýnir IgM 10 dögum eftir klak og Mynd 11B er ubiquitin til viðmiðunar við 
11A.Mynd 11C sýnir lysozyme 10 dögum eftir klak og Mynd D er ubiqutin til viðmiðunar 
við 11C. Mynd 11E sýnir IgM 26 dögum eftir klak og Mynd 11F er ubiquitin til viðmiðunar 
við 11E. Mynd  11G sýnir lysozyme 26 dögum eftir klak og Mynd 11H er ubiquitin til 
viðmiðunar við 11G.  
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Rauntíma-magnbundið PCR (real-time qPCR) 

Hlutfallsleg tjáning á lysozyme í lirfum sem fóðraðar voru með peptíðbættum 

(með styrknum 200ppm) fæðudýrum virtist vera meiri en tjáning þess í lirfum 

sem fóðraðar voru með hefðbundnum fæðudýrum. Munurinn milli hópa 

reyndist þó ekki vera marktækur.  Þetta gilti bæði um lirfur 10 dek (p = 0,149). 

og 26 dek (p = 0,374). Sé tjáning lysozyme borin saman milli aldurshópa þ.e. 

10 og 26 dek hjá þeim hópum sem fengu peptíðbættu fæðudýrin kom í ljós að 

munurinn á tjáningu milli aldurhópanna reyndist ekki marktækur (p = 0,365) 

(mynd 12).  

 

Mynd 12: Hlutfallsleg tjáning lysozyme í þorsklirfum þar sem hvert sýni inniheldur 
RNA frá 2 lirfum. Sýni C sýnir tjáningu þess í  þorsklirfum sem fóðraðar voru með 
hefðbundnum fæðudýrum, en súlur merktar „10 daga“ og „26 daga“ eru sýni úr lirfum  
sem fóðraðar voru með peptíðbættum (með styrknum 200ppm) fæðudýrum. Sýnt er 
meðaltal og staðalfrávik þriggja mælinga. Á Y-ás sést hlutfallslegt magn tjáningar 
miðað við viðmiðunargenið (Ubiquitin).  
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Hlutfallsleg tjáning á IgM í lirfum sem fóðraðar höfðu verið með  

peptíðbættum (með styrknum 200ppm) fæðudýrum virtist vera mun meiri en 

tjáning þess í lirfum sem höfðu verið fóðraðar með hefðbundnum fæðudýrum. 

Munurinn milli hópa reyndist þó ekki vera marktækur hvorki hjá lirfum 26 dek 

(p = 0,960) né hjá lirfum 10 dek (p = 0,945). Tjáning IgM í lirfum 10 dek virtist 

einnig heldur meiri en 26 dek en munurinn var þó ekki marktækur (p = 0,069) 

(mynd 13). 

 

Mynd 13: Hlutfallsleg tjáning IgM í þorsklirfum þar sem hvert sýni inniheldur RNA frá 2 
lirfum. Sýni C sýnir tjáningu þess í  þorsklirfum sem fóðraðar voru með hefðbundnum 
fæðudýrum, en súlur merktar „10 daga“ og „26 daga“ eru sýni úr lirfum  sem fóðraðar 
voru með peptíðbættum (með styrknum 200ppm) fæðudýrum. Sýnt er meðaltal og 
staðalfrávik þriggja mælinga. Á Y-ás sést hlutfallslegt magn tjáningar miðað við 
viðmiðunargenið (Ubiquitin).  
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Umræður 

Ekki einangraðist nægilegt magn RNA úr sýnum af stökum lirfum og má 

ástæður þess hugsanlega rekja til þess að við einangrun RNA reyndist erfitt að 

sjá skilin milli vökvalaga (skref 6, sjá viðauka I). Líklegt er að nemandi hafi 

ekki náð að skilja efsta lagið sem innihélt RNA frá hinum tveimur en mengun 

frá hinum lögunum getur haft áhrif á magn og gæði einangraðs RNA. Einnig 

þurfti í  einangrunarferlinu að veiða flotið ofan af botnfalli eftir skilvindun 

(skref 14, sjá viðauka I). Sökum æfingarleysis reyndist nemanda erfitt að veiða 

flotið ofan af án þess að koma við botnfallið og má telja líklegt að þetta hafi 

ekki alltaf tekist sem skyldi og því spillt gæðum einangraðs RNA. Önnur 

skýring á því hve lítið magn RNA fékkst gæti líka verið sú að lítið magn af 

RNA er í hverri og einni lirfu og minna magn eftir því sem lirfurnar eru minni. 

Þegar 5 lirfur voru sameinaðar í eitt sýni áður en einangrun RNA var 

framkvæmd virðist sem einangrun RNA hafi gengið mun betur Styrkur 

einangraðs RNA reyndist mun meiri í þessum sýnum sem skýrist væntanlega af 

því að meira magn RNA er í 5 lirfum samanborið við eina. En sökum þess að 

keyrsluplöturnar höfðu verið vitlaust merktar var ekki notast við réttar plötur í 

RT-qPCR hvarfinu. Með hliðsjón af tölulegum gögnum úr þeirri keyrslu (sjá 

viðauka II) er ljóst að þetta olli skekkju í mælingum og því ekki hægt að vinna 

áfram með þau sýni. SYBR Green sem notað var í þessa keyrslu var auk þess 

útrunnið og þess vegna voru keyrð nokkur viðmiðunarsýni með nýju SYBR 

Green en sömu röngu plötunum. Þær niðurstöður voru ekki í samræmi við þau 

gögn sem fengust úr keyrslu með sömu plötum en útrunnu SYBR Green, þannig 

að ljóst var að nota yrði nýtt SYBR Green.  

Í þriðja skipti sem byrjað var á rannsókninni var unnið með sýni þar sem 2 

lirfur höfðu verið sameinaðar í hvert sýni. Meta átti gæði einangraðs RNA með 

því að rafdraga það á Agarose geli en við skoðun á gelinu að rafdrætti loknum 

greindust einungis mjög dauf bönd í gelinu.  
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Þótt að böndin hefðu verið dauf þá taldist líklegt að RNA væri til staðar í 

sýnunum. Ekki gekk nægilega vel að koma sýnunum ofan í brunna gelsins og 

gæti það hafa valdið því hve dauf böndin voru. 

Ákveðið var að halda áfram með rannsóknina, og kom síðar í ljós að gæði 

RNA væru nægilega góð og ekki vísbendingar um að það væri  mikið 

niðurbrotið. 

Niðurstöður mælinga á styrk RNA með Qubit® Fluorometer sýndu að RNA 

var til staðar í sýnunum þótt að böndin á agarose gelinu hafi verið dauf. 

Niðurstöður mælinganna sýndu að mun meira magn (hlutfallslega miðað við 

fjölda lirfa í hverju sýni) hafði náðst að einangra úr þessum sýnum en náðist úr 

fyrri sýnum. 

Eins og nefnt var áður þá var magn RNA í 10 daga gömlum lirfum mun lægra 

en hjá eldri lirfum og því ekki hægt að umrita sama magn RNA yfir í cDNA. 

Þar sem tjáning markgena er alltaf borið saman við viðmiðunargenið, ubiq, í 

sömu sýnum þá er talið að hægt sé að bera saman niðurstöður mælinga í lirfum 

á þessum tveimur þroskastigum. 

Niðurstöður úr þessari rannsókn sýna að fóðrun lirfa með peptíðbættum (með 

styrknum 200ppm) fæðudýrum virtist hafa áhrif á tjáningu lysozyme en tjáning 

þess mældist meiri í meðhöndluðum lirfum samanborið við viðmiðunarhópinn. 

Tjáning lysozyme virtist líka aukast með hækkandi aldri lirfanna þar sem 

tjáning ensímsins reyndist meiri í  lirfum 26 dögum eftir klak heldur en 10 

dögum eftir klak.  

Niðurstöður mælinga á IgM sýndu að tjáning þess var meiri í báðum 

aldurshópunum sem fóðraðir voru með peptíðbættum (með styrknum 200ppm) 

fæðudýrum samanborið við lirfur úr viðmiðunarhópnum. Tjáning IgM var 

ennfremur meiri í lirfum 10 dögum eftir klak samanborið við 26 dögum eftir 

klak og bendir það til meiri tjáningar IgM á allra fyrstu og viðkvæmustu stigum 

þroskaskeiðs lirfanna.  
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Áhugavert væri að skoða lirfur á aldursbilinu á milli 10 og 26 daga og 

sömuleiðis allt frá klaki til að kanna á hvenær tjáning IgM er í hámarki í 

þorsklirfum. Eins og niðurstöður rannsóknarinnar sýna er þó erfiðleikum 

bundið að ná nægilegu magni RNA úr lirfunum fyrstu vikurnar eftir klak og 

því líklegt að erfitt reynist að ná í nægilegt magn RNA til að greina tjáningu í 

lirfum fyrstu dagana eftir klak nema þá að sameina fleiri lirfur í hvert sýni. 

Þegar niðurstöður úr þessari rannsókn voru bornar saman við niðurstöður úr 

rannsókn sem nemendur í áfanga í erfðafræði í Háskólanum á Akureyri 

framkvæmdu á vorönn 2012 þar sem rannsakaðar voru lirfur 44 dek kom í ljós 

að tjáning IgM hjá lirfum fóðruðum með peptíðbættum (með styrknum 

200ppm) fæðudýrum hélt áfram að lækka með hækkandi aldri lirfa. Athygli 

vakti þó að tjáning IgM virtist minni í lirfum sem fóðraðar voru með 

peptíðbættum fæðudýrum með  lægri styrk (100 ppm) samanborið við hærri 

styrk (200 ppm). Af þessum niðurstöðum má draga þá ályktun að heppilegt sé 

að auðga fæðudýr lirfanna með hærri styrk (200ppm) af ufsapeptíðum fyrstu 

dagana eftir klak en jafnframt að hætta meðhöndlun fyrir 26. dag eftir klak, ef 

hámarka á tjáningu á IgM. Gera þyrfti rannsóknir á lirfum á aldursbilinu 11-25 

daga til þess að sjá hvort tjáning IgM heldur áfram að aukast eftir dag 10 og til 

að sjá á hvaða degi tjáning þess fer minnkandi. Tjáning lysozyme er sú sama á 

degi 44 og á degi 26 hjá lirfum fóðruðum með peptíðbættum (með styrknum 

200ppm) fæðudýrum en tjáning þess varð minni ef styrkur ufsapeptíða var 

100ppm, lirfur fóðraðar með þeim styrk sýndu einnig minni tjáningu á 

lysozyme heldur en þær lirfur sem hefðu fengið hefðbundin fæðudýr.   

Séu þessar niðurstöður bornar saman við rannsókn Eydísar Elvu Þórarinsdóttur 

(Relative expression of selected immune related genes in larvae of Atlantic cod 

(Gadus morhua L)) sem gerð var á lirfum 2, 7, 26 og 36 dögum eftir klak, sem 

fóðraðar voru með bætibakteríum kemur fram í niðurstöðum  þessara tveggja 

rannsókna að tjáning IgM er meiri með hækkandi aldri þeirra lirfa sem 

meðhöndlaðar voru með bætibakteríum, en tjáning IgM  virtist fara lækkandi 

eftir 10 daga aldurinn í þessari rannsókn hjá þeim lirfum sem meðhöndluð voru  
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með peptíðbættum fæðudýrum. Samsvörun er þó á milli þessara tveggja 

rannsókna að því leiti að báðar sýna fram á að hópurinn úr þessari rannsókn 

sem fékk peptíðbættu fæðudýrin  og sá hópur úr rannsókn Eydísar sem fékk 

bætibakteríurnar sýna meiri tjáningu á IgM samanborið við hópinn sem fékk 

hefðbundin fæðudýr. Ljóst má telja miðað við niðurstöður þessara tveggja 

rannsókna að auka megi tjáningu á IgM í þorsklirfum með næringarbættu fæði, 

erfitt er þó að dæma um hvort er heppilegra að notast við bætibakteríur eða 

peptíðbætt fæðudýr. Meira samræmi er á milli þessara rannsókna sé niðurstaða 

á tjáningu lysozyme skoðuð, í báðum þessum rannsóknum  fer tjáning lysozyme  

vaxandi með hækkandi aldri lirfanna sem fengið höfðu peptíðbætt fæðudýr (í 

þessari rannsókn) eða bætibakteríur (í Eydísar rannsókn). Einnig er samræmi 

milli þessara tveggja rannsókna að því leiti að tjáning lysozyme er meiri hjá 

þeim sem fengu þessa meðhöndlun miðað við þann hóp sem meðhöndlaður var 

á hefðbundinn hátt. 

Niðurstöður þessa verkefnis samræmast einnig niðurstöðum rannsóknar (Áhrif 

fiskpróteinmeltu á þroska þorsklirfa)  sem gerð var árið 2011 úr sama efniviði 

og var notaður í þessari rannsókn þar sem viðvera IgM og lysozyme var 

rannsakað með vefjalitun og notkun á sérhæfðum mótefnum. Þar kemur 

ennfremur í ljós að tjáning á IgM  á degi 44 eftir klak var meiri og jafnari á 

milli þeirra lirfa sem fengið hefðu peptíðbætt fæðudýr miðað við lirfur sem 

fengu hefðbundin fæðudýr. Það sama gilti um tjáningu lysozyme, tjáning þess 

var meiri og jafnari í lirfum 44 dögum eftir klak sem fengið höfðu peptíðbætt 

fæðudýr samanborið við lirfur sem fengið höfðu hefðbundin fæðudýr. 
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Viðauki I- Framkvæmd einangrunar á 

RNA 

Eftirfarandi aðferðarlýsing er fengin úr rannsókn Eydísar Elvu Þórarinsdóttir 

(Þórarinsdóttir 2010). 

 Sýnin tekin úr ísskáp og látin standa á borði í 5 mínútur, öll 

kjarnapróteinin ná að leysast upp.  

 Glösin sett í skilvindu við 12000 x g í 10 mínútur við 4˚C til að 

fjarlægja óleysanleg efni sem setjast á botninn á glösunum. RNA-ið 

varð eftir í flotinu sem var veitt ofan af botnfallinu og flutt í hreint 

eppendorfglas. 

 200µl af chloroform bætt í glösin með flotinu og þessu blandað vel með 

því að velta glösunum í 15sek. 

 Glösin látin standa á borði við herbergishita í 10 mínútur. 

 Glösin sett í skilvindu í 15 mínútur við 12000 x g og 4˚C.  

 Vökvinn í glasinu hafði nú aðskilist í 3 mismunandi lög og í efsta 

laginu var RNA og var það veitt ofan af og sett í nýtt glas. 

 500µl af Isopropanól bætt í glasið.  

 Sýnin vortexuð í 5-10sek. 

 Sýnin látin standa á borði við herbergishita í 10 mínútur  

 Glösin sett í skilvindu í 5 mínútur við 12000 x g og 4˚C en við þetta    

fékkst RNA í botnlagið.  

 Flotinu hent og reynt að ná sem mestu án þess að koma við botnfallið.  

 1ml af köldu 75% etanóli sett í glasið til þess að þvo RNA-ið.  

 Glösin sett í skilvindu við 7500 x g í 5 mínútur við 4˚C.  

 Flotið veitt ofan af botnfallinu. Mikilvægt að ná sem mestu til þess að  

fá sem best gæði á RNA-inu. 
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 Glösin sett aftur í skilvinduna í 1mínútu og afgangurinn af flotinu svo 

veiddur uppúr með fínni pípettu.  

 Glösin höfð opin á borði í 3-5 mínútur til þess að þurrka RNA-ið. 

Varast þurfti samt að þurrka sýnin ekki of mikið.  

 10x Reaction buffer þynntur til að fá 1ml af 1xDNase I reaction buffer: 

o 100µl 10xReaction buffer 

o 900µl DEPC(diethylpyrocarbonate)-treated vatn 

 Botnfallið leyst upp í 50µl af 1xDNase I reaction buffer. Dregið upp og 

niður í pípettunni til þess að leysa upp botnfallið.  

 0,5µl DNAse I bætt í hvert sýni.  

 Glösin höfð við 37˚C í 30mínútur.  

 Glösin höfð við 75˚C í 5mínútur. 

 Sýni geymd í frysti við -80˚C þar til mæling á RNA styrk var 

framkvæmd. 
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Viðauki II. Keyrsluplötur og töluleg 

gögn 

Keyrsluplötur  

Keyrsluplöturnar sýna hvernig sýnum var raðað á plöturnar áður en þau voru 

keyrð í PCR tækinu. Öll sýni voru keyrð í þrítekningu. Aðeins eitt gen var 

skoðað í keyrslu hverrar plötu. Ubiq var keyrt með á hverri plötu og tjáning 

gensins sem skoða átti var mæld sem hlutfallsleg tjáning miðað við ubiq. 

 

Tafla 8: Keyrsluplata 1a. Í hverjum brunni er RNA úr 5 lirfum úr hverju keri (ker C1-C3 
og L1-L3) og var lirfunum safnað 10 dögum eftir klak. Sýni C1-C3 eru sýni lirfa sem 
fóðraðar voru með hefðbundnum fæðudýrum. Sýni L1-L3 eru sýni lirfa sem fóðraðar 
voru með peptíðbættum (með styrknum 100pm) fæðudýrum. Tjáning IgM var mæld og 
Ubiquitin (Ubiq) keyrt með til viðmiðunar. Brunnar merktir RT-IgM/RT-Ubiq eru 
neikvæður kontróll og þau sýni innihalda ekki ensím sem notað var í RTX mastermix 
sýnanna þegar útbúið var cDNA Brunnar merktir NTC-IgM/NTC-Ubiq eru einnig 
neikvæður kontróll, þar sem H2O var notað í staðinn fyrir cDNA. 

Keyrsluplata 1a : Igm og Ubiq 10 daga lirfur 

C1-IgM C1-IgM C1-IgM C2-IgM C2-IgM C2-IgM 

C3-IgM C3-IgM C3-IgM L1-IgM L1-IgM L1-IgM 

L2-IgM L2-IgM L2-IgM L3-IgM L3-IgM L3-IgM 

NTC-IgM NTC-IgM NTC-IgM RT-IgM RT-IgM RT-IgM 

C1-Ubiq C1-Ubiq C1-Ubiq C2-Ubiq C2-Ubiq C2-Ubiq 

C3-Ubiq C3-Ubiq C3-Ubiq L1-Ubiq L1-Ubiq L1-Ubiq 

L2-Ubiq L2-Ubiq L2-Ubiq L3-Ubiq L3-Ubiq L3-Ubiq 

NTC-Ubiq NTC-Ubiq NTC-Ubiq RT-Ubiq RT-Ubiq RT-Ubiq 
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Tafla 9: Keyrsluplata 1. Í hverjum brunni er RNA úr 2 lirfum úr hverju keri              (ker 
C1-C3 og H1-H3) og var lirfum safnað 10 dögum eftir klak. Sýni C1-C3 eru sýni lirfa 
sem fóðraðar voru með hefðbundnum fæðudýrum. Sýni H1-H3 eru sýni lirfa                     
sem fóðruð voru með peptíðbættum (með styrknum 100ppm) fæðudýrum. Tjáning IgM 
var mæld og Ubiquitin (Ubiq) keyrt með til viðmiðunar. Brunnar merktir RT-IgM/RT-Ubi 
eru neikvæður kontróll og þau sýni innihalda ekki ensím sem notað var í RTX 
mastermix sýnanna þegar útbúið var cDNA. Brunnar merktir NTC-IgM/NTC-Ubi eru 
einnig neikvæður kontróll, þar sem H2O var notað í staðinn fyrir cDNA  

Keyrsluplata 1: IgM og Ubiq 10 daga lirfur 

C1-IgM C1-IgM C1-IgM C2-IgM C2-IgM C2-IgM 

C3-IgM C3-IgM C3-IgM H1-IgM H1-IgM H1-IgM 

H2-IgM H2-IgM H2-IgM H3-IgM H3-IgM H3-IgM 

NTC-IgM NTC-IgM NTC-IgM RT-IgM RT-IgM RT-IgM 

C1-Ubiq C1-Ubiq C1-Ubiq C2-Ubiq C2-Ubiq C2-Ubiq 

C3-Ubiq C3-Ubiq C3-Ubiq L1-Ubiq L1-Ubiq L1-Ubiq 

L2-Ubiq L2-Ubiq L2-Ubiq L3-Ubiq L3-Ubiq L3-Ubiq 

NTC-Ubiq NTC-Ubiq NTC-Ubiq RT-Ubiq RT-Ubiq RT-Ubiq 

 

 

Tafla 10: Keyrsluplata 2. Í hverjum brunni er RNA úr 2 lirfum úr hverju keri (ker C1-C3 
og H1-H3) og var lirfunum safnað 26 dögum eftir klak. Sýni C1-C3 eru sýni lirfa sem 
fóðraðar voru með hefðbundnum fæðudýrum. Sýni H1-H3 eru sýni lirfa sem fóðruð 
voru með peptíðbættum (með styrknum 200ppm) fæðudýrum. Tjáning IgM var mæld 
og Ubiquitin (Ubiq) keyrt með til viðmiðunar. Brunnar merktir RT-IgM/RT-Ubi eru 
neikvæður kontróll og þau sýni innihalda ekki ensím sem notað var í RTX mastermix 
sýnanna þegar útbúið var cDNA. Brunnar merktir NTC-IgM/NTC-Ubi eru einnig 
neikvæður kontróll, þar sem H2O var notað í staðinn fyrir cDNA. 

Keyrsluplata 2: IgM og Ubiq 26 daga lirfur 

C1-IgM C1-IgM C1-IgM C2-IgM C2-IgM C2-IgM 

C3-IgM C3-IgM C3-IgM H1-IgM H1-IgM H1-IgM 

H2-IgM H2-IgM H2-IgM H3-IgM H3-IgM H3-IgM 

NTC-IgM NTC-IgM NTC-IgM RT-IgM RT-IgM RT-IgM 

C1-Ubiq C1-Ubiq C1-Ubiq C2-Ubiq C2-Ubiq C2-Ubiq 

C3-Ubiq C3-Ubiq C3-Ubiq L1-Ubiq L1-Ubiq L1-Ubiq 

L2-Ubiq L2-Ubiq L2-Ubiq L3-Ubiq L3-Ubiq L3-Ubiq 

NTC-Ubiq NTC-Ubiq NTC-Ubiq RT-Ubiq RT-Ubiq RT-Ubiq 
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Tafla 11: Keyrsluplata 3. Í hverjum brunni er RNA úr 2 lirfum úr hverju keri  (ker C1-C3 
og H1-H3). Sýni C1-C3 eru sýni lirfa sem fóðraðar voru með hefðbundnum 
fæðudýrum. Sýni H1-H3 eru sýni lirfa sem fóðruð voru með peptíðbættum (með 
styrknum 20ppm) fæðudýrum. Tjáning Lysozyme (Lyso) var mæld og Ubiquitin (Ubiq) 
keyrt með til viðmiðunar. Brunnar merktir RT-Lyso/RT-Ubi eru neikvæður kontróll og 
þau sýni innihalda ekki ensím sem notað var í RTX mastermix sýnanna þegar útbúið 
var cDNA. Brunnar merktir NTC-Lyso/NTC-Ubi eru einnig neikvæður kontróll, þar sem 
H2O var notað í staðinn fyrir cDNA. 

Keyrsluplata 3: Lysozyme og Ubiq 10 daga lirfur 

C1-Lyso C1-Lyso C1-Lyso C2-Lyso C2-Lyso C2-Lyso 

C3-Lyso C3-Lyso C3-Lyso H1-Lyso H1-Lyso H1-Lyso 

H2-Lyso H2-Lyso H2-Lyso H3-Lyso H3-Lyso H3-Lyso 

NTC-Lyso NTC-Lyso NTC-Lyso RT-Lyso RT-Lyso RT-Lyso 

C1-Ubiq C1-Ubiq C1-Ubiq C2-Ubiq C2-Ubiq C2-Ubiq 

C3-Ubiq C3-Ubiq C3-Ubiq H1-Ubiq H1-Ubiq H1-Ubiq 

H2-Ubiq H2-Ubiq H2-Ubiq H3-Ubiq H3-Ubiq H3-Ubiq 

NTC-Ubiq NTC-Ubiq NTC-Ubiq RT-Ubiq RT-Ubiq RT-Ubiq 

            

 

Tafla 12: Keyrsluplata 4.Í hverjum brunni er RNA úr 2 lirfum úr hverju keri  (ker C1-C3 
og H1-H3 )og var lirfum safnað 26 dögum eftir klak. Sýni C1-C3 eru sýni lirfa sem 
fóðraðar voru með hefðbundnum fæðudýrum. Sýni H1-H3 eru sýni lirfa sem fóðraðar 
voru með peptíðbættum (með styrknum 200ppm) fæðudýrum. Tjáning Lysozyme 
(Lyso) var mæld og Ubiquitin (Ubiq) keyrt með til viðmiðunar. Brunnar merktir RT-
Lyso/RT-Ubi eru neikvæður kontróll og þau sýni innihalda ekki ensím sem notað var í 
RTX mastermix sýnanna þegar útbúið var cDNA. Brunnar merktir NTC-Lyso/NTC-Ubi 
eru einnig neikvæður kontróll, þar sem H2O var notað í staðinn fyrir cDNA. 

Keyrsluplata 4: Lysozyme og Ubiq 26 daga lirfur 

C1-Lyso C1-Lyso C1-Lyso C2-Lyso C2-Lyso C2-Lyso 

C3-Lyso C3-Lyso C3-Lyso H1-Lyso H1-Lyso H1-Lyso 

H2-Lyso H2-Lyso H2-Lyso H3-Lyso H3-Lyso H3-Lyso 

NTC-Lyso NTC-Lyso NTC-Lyso RT-Lyso RT-Lyso RT-Lyso 

C1-Ubiq C1-Ubiq C1-Ubiq C2-Ubiq C2-Ubiq C2-Ubiq 

C3-Ubiq C3-Ubiq C3-Ubiq H1-Ubiq H1-Ubiq H1-Ubiq 

H2-Ubiq H2-Ubiq H2-Ubiq H3-Ubiq H3-Ubiq H3-Ubiq 

NTC-Ubiq NTC-Ubiq NTC-Ubiq RT-Ubiq RT-Ubiq RT-Ubiq 
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Töluleg gögn 

Tölulegu gögnin eru þau gögn sem fást úr keyrslu platanna í RT-qPCR 

hvarfinu. Gen stendur fyrir það gen sem er verið að mæla tjáninguna á í hverri 

keyrslu fyrir sig. „Reporter“ er það flúrljómunarefni sem notast var við. „Ct, 

(cycle threshold)“  er tímapunkturinn eða sá PCR hringur þar sem 

mögnun/tvöföldun gensins hefst og er upphaf mögnunarinnar reiknað út frá 

þessum punkti. Eftir því sem upphaflegur styrkur markgensins er meiri, því 

fyrr byrjar mögnunin, sem skilar sér í lægra Ct gildi. Í hvarfinu er notast við 

flúrljómandi efni (SYBR Green) sem binst markgeninu og gefur flúrljómun í 

takt við mögnun afurðarinnar (Wong & Medrano, 2005). „CT Mean“ er 

meðaltalsútreikningur á sýnunum, þ.e sýnin voru keyrð í þrítekningu og er „Ct 

Mean“ meðaltal á þremur Ct gildum.  
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Plata 1 

IgM 10daga lirfa og Ubiquitin keyrt með til 

viðmiðunar 

      
Sýni Gen Reporter Cт Cт Mean 

 
C1 Igm SYBR 34,8436203 35,5523987 

 
C1 Igm SYBR 35,94696426 35,5523987 

 
C1 Igm SYBR 35,86661148 35,5523987 

 
C2 Igm SYBR 37,99563217 36,063282 

 
C2 Igm SYBR 35,62121582 36,063282 

 
C2 Igm SYBR 34,57299805 36,063282 

 
C3 Igm SYBR 34,54232407 35,743084 

 
C3 Igm SYBR 37,07234573 35,743084 

 
C3 Igm SYBR 35,61457825 35,743084 

 
H1 Igm SYBR 38,01469421 36,7330284 

 
H1 Igm SYBR 35,45136261 36,7330284 

 
H1 Igm SYBR Undetermined 36,7330284 

 
H2 Igm SYBR 36,29953384 36,1230278 

 
H2 Igm SYBR 35,76577377 36,1230278 

 
H2 Igm SYBR 36,30376816 36,1230278 

 
H3 Igm SYBR 34,57987595 34,6430702 

 
H3 Igm SYBR 34,03990173 34,6430702 

 
H3 Igm SYBR 35,30944061 34,6430702 

 
NTC Igm SYBR Undetermined 

  
NTC Igm SYBR Undetermined 

  
NTC Igm SYBR Undetermined 

  
RT- Igm SYBR 35,46644592 

  
RT- Igm SYBR 34,92503357 

  
RT- Igm SYBR 34,7764473 

  
C1 UBI SYBR 25,39847183 25,4737911 

 
C1 UBI SYBR 25,33595848 25,4737911 

 
C1 UBI SYBR 25,68694496 25,4737911 

 
C2 UBI SYBR 24,35281181 24,0508194 

 
C2 UBI SYBR 23,85834503 24,0508194 

 
C2 UBI SYBR 23,94130325 24,0508194 

 
C3 UBI SYBR 24,00574112 23,7406483 

 
C3 UBI SYBR 23,6782856 23,7406483 

 
C3 UBI SYBR 23,53792 23,7406483 

 
H1 UBI SYBR 26,55155754 26,5134792 

 
H1 UBI SYBR 26,57818413 26,5134792 

 
H1 UBI SYBR 26,41069412 26,5134792 

 
H2 UBI SYBR 27,75427818 27,4887238 

 
H2 UBI SYBR 27,73866844 27,4887238 
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H2 UBI SYBR 26,97322655 27,4887238 

 
H3 UBI SYBR 24,68148422 24,2643185 

 
H3 UBI SYBR 23,89975929 24,2643185 

 
H3 UBI SYBR 24,21170807 24,2643185 

 
NTC UBI SYBR 28,91475296 

  
NTC UBI SYBR 39,31658936 

  
NTC UBI SYBR 37,12740326 

  
RT- UBI SYBR 24,53567123 

  
RT- UBI SYBR 25,28745079 

  
RT- UBI SYBR 24,60070801 
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Plata 2 

IgM lirfa 26 dögum eftir klak og ubiquitin keyrt með til 

viðmiðunar 

         Sýni Gen Reporter     Cт Cт Mean   

 

C1 IgM SYBR 34,67462 34,74477 

 

 

C1 IgM SYBR 34,83118 34,74477 

 

 

C1 IgM SYBR 34,72849 34,74477 

 

 

C2 IgM SYBR 32,83791 34,73301 

 

 

C2 IgM SYBR 34,26917 34,73301 

 

 

C2 IgM SYBR 37,09195 34,73301 

 

 

C3 IgM SYBR 32,87972 31,99214 

 

 

C3 IgM SYBR 31,18191 31,99214 

 

 

C3 IgM SYBR 31,91477 31,99214 

 

 

H1 IgM SYBR 32,79911 34,24471 

 

 

H1 IgM SYBR 33,48839 34,24471 

 

 

H1 IgM SYBR 36,44662 34,24471 

 

 

H2 IgM SYBR 34,29269 34,48144 

 

 

H2 IgM SYBR 34,87261 34,48144 

 

 

H2 IgM SYBR 34,27902 34,48144 

 

 

H3 IgM SYBR 31,88211 32,9095 

 

 

H3 IgM SYBR 32,677 32,9095 

 

 

H3 IgM SYBR 34,16936 32,9095 

 

 

NTC IgM SYBR 33,59059 

  

 

NTC IgM SYBR 33,43299 

  

 

NTC IgM SYBR 36,46067 

  

 

RT- IgM SYBR 32,71616 

  

 

RT- IgM SYBR 31,9134 

  

 

RT- IgM SYBR 32,95337 

  

 

C1 Ubiq SYBR 22,94238 23,02539 

 

 

C1 

 

SYBR 22,96811 23,02539 

 

 

C1 Ubi SYBR 23,16568 23,02539 

 

 

C2 Ubi SYBR 22,34843 22,09728 

 

 

C2 Ubi SYBR 21,96105 22,09728 

 

 

C2 Ubi SYBR 21,98238 22,09728 

 

 

C3 Ubi SYBR 24,69996 24,95163 

 

 

C3 Ubi SYBR 24,93826 24,95163 

 

 

C3 Ubi SYBR 25,21667 24,95163 

 

 

H1 Ubi SYBR 26,58406 26,57559 

 

 

H1 Ubi SYBR 26,70021 26,57559 

 

 

H1 Ubi SYBR 26,4425 26,57559 

 

 

H2 Ubi SYBR 23,70502 23,76198 

 

 

H2 Ubi SYBR 23,97679 23,76198 

 

 

H2 Ubi SYBR 23,60412 23,76198 

 

 

H3 Ubi SYBR 25,56945 25,00476 

 

 

H3 Ubi SYBR 24,71122 25,00476 

 

 

H3 Ubi SYBR 24,7336 25,00476 

 

 

NTC Ubi SYBR 37,04544 

  

 

NTC Ubi SYBR 36,46822 

  

 

NTC Ubi SYBR 34,67376 
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RT- Ubi SYBR 26,54033 

  

 

RT- Ubi SYBR 26,83409 

  

 

RT- Ubi SYBR 26,58358 
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Plata 3 

Lysozyme lirfa 10 dögum eftir klak og ubiquitin keyrt með til 

viðmiðunar 

  Sýni Gen Reporter                   Cт Cт Mean   

 

C1 Lys SYBR 31,49628 31,63411 

 

 

C1 Lys SYBR 31,72867 31,63411 

 

 

C1 Lys SYBR 31,67737 31,63411 

 

 

C2 Lys SYBR 28,35345 28,36559 

 

 

C2 Lys SYBR 28,51303 28,36559 

 

 

C2 Lys SYBR 28,23028 28,36559 

 

 

C3 Lys SYBR 27,78874 27,73533 

 

 

C3 Lys SYBR 27,74591 27,73533 

 

 

C3 Lys SYBR 27,67133 27,73533 

 

 

H1 Lys SYBR 31,42014 31,47225 

 

 

H1 Lys SYBR 31,63324 31,47225 

 

 

H1 Lys SYBR 31,36337 31,47225 

 

 

H2 Lys SYBR 32,91116 32,63998 

 

 

H2 Lys SYBR 32,62919 32,63998 

 

 

H2 Lys SYBR 32,3796 32,63998 

 

 

H3 Lys SYBR 30,62827 30,74282 

 

 

H3 Lys SYBR 30,69726 30,74282 

 

 

H3 Lys SYBR 30,90294 30,74282 

 

 

NTC Lys SYBR Undetermined 

  

 

NTC Lys SYBR Undetermined 

  

 

NTC Lys SYBR Undetermined 

  

 

RT- Lys SYBR 29,31225 

  

 

RT- Lys SYBR 29,51365 

  

 

RT- Lys SYBR 29,42618 

  

 

C1 Ubi SYBR 28,36144 28,28633 

 

 

C1 Ubi SYBR 28,1913 28,28633 

 

 

C1 Ubi SYBR 28,30624 28,28633 

 

 

C2 Ubi SYBR 26,22186 26,3713 

 

 

C2 Ubi SYBR 26,32972 26,3713 

 

 

C2 Ubi SYBR 26,56233 26,3713 

 

 

C3 Ubi SYBR 26,26362 25,92491 

 

 

C3 Ubi SYBR 25,72433 25,92491 

 

 

C3 Ubi SYBR 25,78679 25,92491 

 

 

H1 Ubi SYBR 28,97842 29,13783 

 

 

H1 Ubi SYBR 29,20844 29,13783 

 

 

H1 Ubi SYBR 29,22665 29,13783 

 

 

H2 Ubi SYBR 30,50771 30,38514 

 

 

H2 Ubi SYBR 30,23978 30,38514 

 

 

H2 Ubi SYBR 30,40793 30,38514 
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H3 Ubi SYBR 27,21463 27,19705 

 

 

H3 Ubi SYBR 27,27449 27,19705 

 

 

H3 Ubi SYBR 27,10203 27,19705 

 

 

NTC Ubi SYBR 35,45546 

  

 

NTC Ubi SYBR 34,71441 

  

 

NTC Ubi SYBR 37,05968 

  

 

RT- Ubi SYBR 27,31041 

  

 

RT- Ubi SYBR 27,37768 

  

 

RT- Ubi SYBR 27,20451 
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Plata 4 

Lysozyme lirfa 6 dögum eftir klak og ubiquitin keyrt með 

til viðmiðunar 

Sýni Gen   Reporter    Cт Cт Mean   

C1 Lysozyme 

 

SYBR 22,52983 22,40714 

 
C1 Lysozyme 

 

SYBR 22,18146 22,40714 

 
C1 Lysozyme 

 

SYBR 22,51012 22,40714 

 
C2 Lysozyme 

 

SYBR 20,98754 20,86488 

 
C2 Lysozyme 

 

SYBR 20,89356 20,86488 

 
C2 Lysozyme 

 

SYBR 20,71355 20,86488 

 
C3 Lysozyme 

 

SYBR 23,89759 24,23955 

 
C3 Lysozyme 

 

SYBR 23,87791 24,23955 

 
C3 Lysozyme 

 

SYBR 24,94314 24,23955 

 
H1 Lysozyme 

 

SYBR 35,49575 35,89275 

 
H1 Lysozyme 

 

SYBR 36,99678 35,89275 

 
H1 Lysozyme 

 

SYBR 35,18573 35,89275 

 
H2 Lysozyme 

 

SYBR 21,96833 21,94234 

 
H2 Lysozyme 

 

SYBR 21,98982 21,94234 

 
H2 Lysozyme 

 

SYBR 21,86887 21,94234 

 
H3 Lysozyme 

 

SYBR 24,05776 23,31311 

 
H3 Lysozyme 

 

SYBR 22,88564 23,31311 

 
H3 Lysozyme 

 

SYBR 22,99593 23,31311 

 
NTC Lysozyme 

 

SYBR Undetermined 

  
NTC Lysozyme 

 

SYBR 32,18282 

  
NTC Lysozyme 

 

SYBR Undetermined 

  
RT- Lysozyme 

 

SYBR 21,76154 

  
RT- Lysozyme 

 

SYBR 21,29511 

  
RT- Lysozyme 

 

SYBR 21,46497 

  
C1 Ubi 

 

SYBR 25,76212 25,70564 

 
C1 Ubi 

 

SYBR 25,70032 25,70564 

 
C1 Ubi 

 

SYBR 25,65449 25,70564 

 
C2 Ubi 

 

SYBR 24,07064 24,00933 

 
C2 Ubi 

 

SYBR 23,95226 24,00933 

 
C2 Ubi 

 

SYBR 24,00509 24,00933 

 
C3 Ubi 

 

SYBR 27,4542 27,44719 

 
C3 Ubi 

 

SYBR 27,48367 27,44719 

 
C3 Ubi 

 

SYBR 27,4037 27,44719 

 
H1 Ubi 

 

SYBR 29,91587 29,66562 

 
H1 Ubi 

 

SYBR 29,48329 29,66562 

 
H1 Ubi 

 

SYBR 29,59772 29,66562 

 
H2 Ubi 

 

SYBR 26,01336 25,98402 

 
H2 Ubi 

 

SYBR 25,96732 25,98402 

 
H2 Ubi 

 

SYBR 25,9714 25,98402 
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H3 Ubi 

 

SYBR 27,00563 27,01162 

 
H3 Ubi 

 

SYBR 27,08541 27,01162 

 
H3 Ubi 

 

SYBR 26,94382 27,01162 

 
NTC Ubi 

 

SYBR 32,38511 

  
NTC Ubi 

 

SYBR 35,62895 

  
NTC Ubi 

 

SYBR 35,8317 

  
RT- Ubi 

 

SYBR 24,71632 

  
RT- Ubi 

 

SYBR 24,75139 

  
RT- Ubi 

 

SYBR 25,16051 
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Plata 5   

sýni sem innihéldu RNA 5 lirfa í hverju sýni.                                                              

Notast var við rangar plötur í keyrslu  

  
  

        Sýni Gen  Reporter Cт Cт Mean   

  

 
C1 IgM SYBR 34,7942276 34,62377167 

   

 
C1 IgM SYBR 34,45331955 34,62377167 

   

 
L1 IgM SYBR 35,6662178 35,87287521 

   

 
L1 IgM SYBR 36,93639374 35,87287521 

   

 
L1 IgM SYBR 35,01601791 35,87287521 

   

 
RT- IgM SYBR Undetermined 

    

 
C1 Ubi SYBR 20,24472809 20,21219254 

   

 
C1 Ubi SYBR 20,17965698 20,21219254 

   

 
L1 Ubi SYBR 23,91690636 23,85053253 

   

 
L1 Ubi SYBR 23,78415871 23,85053253 

   

 
NTC Ubi SYBR Undetermined 
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Plata 

1a       

Gögn þar sem notast var við rangar keyrsluplötur og                      

útrunnið SYBR Green 

        
  Sýni Gen Reporter        Cт Cт Mean 

  

 

C1 IgM SYBR Undetermined 

   

 

C1 IgM SYBR Undetermined 

   

 

C1 IgM SYBR Undetermined 

   

 

C2 IgM SYBR Undetermined 

   

 

C2 IgM SYBR Undetermined 

   

 

C2 IgM SYBR Undetermined 

   

 

C3 IgM SYBR Undetermined 

   

 

C3 IgM SYBR Undetermined 

   

 

C3 IgM SYBR Undetermined 

   

 

L1 IgM SYBR Undetermined 

   

 

L1 IgM SYBR Undetermined 

   

 

L1 IgM SYBR Undetermined 

   

 

L2 IgM SYBR Undetermined 

   

 

L2 IgM SYBR Undetermined 

   

 

L2 IgM SYBR Undetermined 

   

 

L3 IgM SYBR Undetermined 

   

 

L3 IgM SYBR Undetermined 

   

 

L3 IgM SYBR Undetermined 

   

 

NT- IgM SYBR Undetermined 

   

 

NT- IgM SYBR Undetermined 

   

 

NT- IgM SYBR Undetermined 

   

 

RT- IgM SYBR Undetermined 

   

 

RT- IgM SYBR Undetermined 

   

 

RT- IgM SYBR Undetermined 

   

 

C1 Ubi SYBR 19,21261 20,64738 

  

 

C1 Ubi SYBR 22,08216 20,64738 

  

 

C1 Ubi SYBR Undetermined 20,64738 

  

 

C2 Ubi SYBR 24,09657 25,29891 

  

 

C2 Ubi SYBR Undetermined 25,29891 

  

 

C2 Ubi SYBR 26,50126 25,29891 

  

 

C3 Ubi SYBR Undetermined 17,02235 

  

 

C3 Ubi SYBR 15,95048 17,02235 

  

 

C3 Ubi SYBR 18,09422 17,02235 

  

 

L1 Ubi SYBR Undetermined 27,10528 

  

 

L1 Ubi SYBR 26,20653 27,10528 

  

 

L1 Ubi SYBR 28,00402 27,10528 

  

 

L2 Ubi SYBR Undetermined 16,51592 

  

 

L2 Ubi SYBR 16,90419 16,51592 

  

 

L2 Ubi SYBR 16,12765 16,51592 

  

 

L3 Ubi SYBR 29,03621 29,96104 
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L3 Ubi SYBR 29,91824 29,96104 

  

 

L3 Ubi SYBR 30,92868 29,96104 

  

 

NT- Ubi SYBR Undetermined 

   

 

NT- Ubi SYBR 7,791421 

   

 

NT- Ubi SYBR Undetermined 

   

 

RT- Ubi SYBR 30,58828 

   

 

RT- Ubi SYBR 30,71581 

   

 

RT- Ubi SYBR Undetermined 
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Viðauki III.  Verkáætlun 

Eftirfarandi verkáætlun var gerð fyrir þetta verkefni og náðist að fylgja henni 

að mestu leiti.  Töf varð þó á því að nemandi kæmist í að leggja lokahönd á 

frágang ritgerðar sem var ekki skilað til lokayfirlesturs fyrr en 25. janúar 2013 

og endanleg skil voru 7. febrúar 2013. 

Verkáætlun 

13.mars 2012 - 14.maí 2012 

Framkvæmdartími verklega hluta verkefnisins 

 

20.maí 2012 - 20.júní 2012  
Framkvæmd skráð í tölvu 

 

15.ágúst 2012 - 7.okt 2012  

Heimildum safnað og skrif fræðikafla 

 

30.sept. 2012 

 Verkáætlun skilað til umsjónarmanns 

 

7. okt 2012 -10.nóv 2012  
Unnið úr niðurstöðum og umræðukafli gerður- 

 

12. nóvember 2012 

Skil til leiðbeinanda til lokayfirlestrar 

 

25. nóvember 2012 
 Verkefni lokið og skilað 
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Guðlaug Rós Pálmadóttir  


