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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-gPCR 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-gPCR, innate immune system, cod larvae
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Utdrattur

borskeldi er vaxandi atvinnugrein i heiminum. Arid 2009 var framleidsla &
eldisporski um pad bil 18000 tonn i Noregi, 1000 tonn i Bandarikjunum og
Canada og um pad bil 2000 tonn & islandi. Medal helstu vandamala sem
atvinnugreinin glimir vid er pad hversu hatt hlutfall lirfa deyr & fyrstu stigum
eldisins eda fram ad peim tima pegar hagt er ad bdlusetja lirfurnar. A fyrsta
timabilinu eftir klak er aunnin 6nemisvorn ekki til stadar og purfa lirfurnar pvi
eingbngu ad treysta a Osérhefda Onemiskerfid i barattu sinni gegn
utanadkomandi syklum. Med pvi ad finna leidir til ad efla svorun
onamiskerfisins & pessum fyrstu lirfustigum er talinn moguleiki & ad auka

megi lifslikur peirra.

Markmid pessa verkefnis var ad mela tjaningu a tveimur genum sem tengjast
Osérhafori onemissvorun lirfanna, p.e. IgM og lysozyme. Syni voru tekin &
tveimur mismunandi timapunktum p.e 10 dégum og 26 dogum eftir klak, af
lirfum sem fédradar hofou verid med lifandi feedudyrum sem hofou verid
neeringarbaett med ufsapeptioum i tveimur mismunandi
medhdndlunarskdmmtum. Til samanburdar voru lirfur sem fengid hofdu
hefdbundin faedudyr.

Notast var vid RT-qPCR adferdina vid magngreiningu & tjaningu IgM og
lysozyme. Ubiquitin var notad sem samanburdargen vid mat & tjaningu

genanna.

Nidurstddur rannsOknarinnar benda til pess ad fédrun lirfanna med

peptidbaettum fedudyrum auki tjaningu & baedi IgM og lysozyme.

Lykilord: porsklirfur, 6sérhaefd dnaemissvorun, IgM, lysozyme, RT-gPCR
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Inngangur

Fiskeldi hefur & undanférnum &rum verid vaxandi atvinnugrein og mikilveegi
pess Gtviraett vegna aukinnar parfar & framleidslu & préteinrikri fedu medal
annars vegna vaxandi mannfjélda i heiminum. Framleidsla eldisfisks var um
52,5 milljonir tonna arid 2008 sem var 36,9% af alheimsafla fisks. Hlutfall
eldisfisks i alheimsafla jokst ar 34,5% arid 2006 i 36,9% arid 2008 eda um 2,4
% (Kjersvik, Kryvi, Arnfinnson, Kvenseth, & Meeren, 1991). Arid 2010 var
heimsframleidsla eldisfisks 59,9 tonn sem var aukning uppa 7,5 % fra arinu
2009, pad ar var heildarframleidsla eldisfisks 55,7 tonn (FAO Fisheries and
Aquaculture Department, 540
2012). Atlandshafs

porskurinn er nyleg tegund i

Lol 2
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leidin til pess ad maeta aukinni Mynd 1: Heimsframleidsla eldisporsks & arunum
porf fyrir  framleidslu & 1950-2010. Myndin synir afla i pasundum tonna (

Food and Agriculture Organization of the United N,
proteinrikri fedu & medan 2012)

hnignun er i villta porskstofninum (Andersen, 2009) og pvi hefur a
undanférnum arum aukin athygli manna beinst ad porskeldi (Kjersvik, Kryvi,
Arnfinnson, Kvenseth, & Meeren, 1991). Stodug aukning hefur verid &
framleidslu eldisporsks i heiminum sidasta aratuginn (Mynd 1) arid 2009 var
axtlud framleidsla eldisporsks 18 pusund tonn i Noregi, 1 pasund tonn i
Bandarikjunum og i Kanada og 2 pusund tonn & islandi (FAO Fisheries and

Aquaculture Department, 2012).
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I nokkrum 16ndum er nd framleitt mikid magn hrogna og lirfa i eldi en stersta

vandamalid sem menn glima vid er hve lagt hlutfall lirfa lifir af proskaskeidid
fram ad peim tima par sem haegt er ad bolusetja seidin (Seppola, Mennen,
Myrnes, Tveiten, & Johnsen, 2009). A fyrstu 4-8 vikum eftir klak lirfanna
verda mikil affoll (Magnadottir, Lange, Steinarsson, & Gudmundsdottir, 2004)
og einungis i kringum 10 % lirfanna lifa af fyrstu proskaskeidin (Steinarsson,
2007).

proskaferli porsklirfa

proskaferli porsklirfa hefur verid mikid rannsakad og er ferlid vel pekkt.
Timabilid fra frjovgun og ad klaki er 12-14 dagar. A dogum 0-2 eftir frjovgun
verda frumuskipti i egginu, & dogum 2-3 myndast holféstur og & dogum 4-10
myndast lifferi lirfunnar. Pad er sidan & dégum 10-12 eftir frjdovgun sem lirfan
safnar sér naeringarforda sem endist henni par til 3-6 dégum eftir klak. pa
opnast munnur lirfunnar og han byrjar ad taka inn feedu. Lirfan fullproskast svo
& naestu 30-40 dogum (Magnadottir, Lange, Steinarsson, & Gudmundsdottir,
2004). Lirfur margra fisktegunda og par & medal lirfur Atlandshafs porsksins
eru i raun mjog 6proskadar pegar paer Klekjast og eru pvi mjég viokvaemar fyrir
sykingum af véldum teekiferisbakteria ur umhverfinu og pa sérstaklega par til
onaemiskerfi peirra hefur nad fullum proska og aunnin 6namissvorun hefur
proskast. Fyrstu 2-3 manudina i lifi lirfa er aunnid 6naemissvar ekki til stadar
0g & peim tima er medfedda/dsérhaefda Gnemissvorunin eina vorn lirfanna
gegn syklum og tekiferissyklum i umhverfinu (Magnaddttir, Lange,
Steinarsson, & Gudmundsdéttir, 2004). bvi er mikilveegt ad rannsaka starfsemi
lirfa & pessum proskastigum og komast ad pvi hvenar svérun medfedda
6naemiskerfisins hefst (Seppola, Mennen, Myrnes, Tveiten, & Johnsen, 2009). |
bvi samhengi er aukin pekking & virkni og byggingu métefnasameindarinnar
IgM mikilveeg (Ansari, Khodadadi, Peyghan, & Raissy, 2011). Mikid
bakteriualag fylgir fodurdyrum lirfa og getur pad reynst lirfum ofvida.
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Af pessum sokum er talid ad adferdir sem efla medfeeddu Gnaemissvorunina hja
lirffunum & pessum fyrstu proskastigum geetu leitt til framleidslu sterkari lirfa
0og par med lekkad danartioni & fyrstu stigum eldisins (Kjersvik, Kryvi,
Arnfinnson, Kvenseth, & Meeren, 1991). bad er po fleira en Aproskad
onaemiskerfi sem tengt hefur verid miklum lirfudauda a fyrstu proskaskeidum.
Lirfudaudi hefur somuleidis verid tengdur pattum eins og lélegum
hrognagedum sem geta m.a. orsakast af lélegum genum foreldrafiska. Auk
pess sem pekktir eru ymsir peettir i eldisumhverfinu sem geta haft ahrif a
afkomu lirfa svo sem streituvaldandi peettir eda sleem skilyrdi i eldisvokvanum

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

Pad er mikilveegt ad finna kjoradstaedur i eldi sjavarlirfa a fyrstu aldursstigum
pvi ad synt hefur verid fram & pad i nylegum rannsoknum ad voxtur lirfa og
seida & fyrstu aldursstigum peirra skilar sér i vaxtarforskoti sem helst afram ut i
adal vaxtarfasann. Ad auki skila kjoradsteedur og sérheeft fodur i eldi sér i
heilbrigdari og lifvenlegri lirfum (Imsland, Foss, Koedijk, Folkvord,
Stefansson, & Jonassen, 2007). Naringarsamsetning fyrstu faedu lirfa
sjavarfiska skiptir pvi hofuomali (Kjersvik, Kryvi, Arnfinnson, Kvenseth, &
Meeren, 1991). Sjavarlirfur purfa ad nerast & lifandi féourdyrum & fyrstu
stigum proska og er i flestum tilfellum notast vid hjoldyr og/eda saltvatnsraekju
sem pé eru neringarsnaud feeda sem krefst audgunar med fitublondu til pess ad

stydja edlilegan proska lirfa.

Rannsokn sem gerd var arid0 2008 & medhondlun porsklirfa med
ufsapréteinmeltu a akvednum proskastigum leiddi i 1jos ad medhdndlun med
ufsapréteinum i akvednum styrkleika skiladi sér i heilbrigoari lirfum auk pess
sem fram kom orvun & lykilpattum (IgM og lysozyme) &sérhaefoar
Onaemissvorunar (Hakonardottir & Hrélfsdottir, 2008.). Nidurstédur rannsdkna
benda einnig til pess ad med pvi ad studla ad beaettum geedum & lirfum a fyrstu
proskastigum peirra megi auka lifun porsklirfa i eldi i allt ad 30-40%
(J6hannsdéttir, Bjornsdottir, Pérarinsdottir, Hakonardottir, & Hrélfsottir,
2008).
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Onaemiskerfid

Oll hryggdyr hafa baedi medfett og dunnid 6naemiskerfi sem ver pau gegn
Oaskilegum syklum sem valdid geta peim skada (Janeway & Medzhitov,
2002). Medfedda dnaemissvorunin er 6sérhaefd og er fyrsta svar vio aras sykla
(Inami, 2011). Osérhafda dnaemissvorunin verdur til hja fiskum skommu fyrir
eda jafnvel ekki fyrr en eftir klak, en lengri tima tekur ad byggja upp
aunnid/sérhaeft onaemiskerfi (Saurabh & Sahoo, 2008). Aunnin dnaemissvérun
byggir a pvi ad frumur dnaemiskerfisins lera ad ,pekkja“ pa sykla sem einu
sinni hafa gert aras a einstaklinginn og ,,muna“ eftir peim (minnisfrumur).
Onamiskerfi einstaklingsins bregst pa hratt vid nastu aras sykilsins pannig ad
hann neer oft & tioum ekki ad veikja einstaklinginn. Hluti 6sérhaefda/medfedda
onaemiskerfisins eru sameindir (molecules) sem eru einskonar nattaruleg
boluefni. bessar sameindir eru fyrsta vorn likamans vid aras sykla og eru paer
til ad mynda stadsettar & yfirbordi slimhidar og studla par ad 6nemissvérun

(Inami, 2011). bessar sameindir eru medal annarra lysozyme og IgM.

Adur fyrr var talid ad ekki veeri haegt ad bolusetja porsk en nylegar rannsoknir
hafa synt ad petta er mogulegt (Pilstrom, Warr, & Strémberg, 2005). Margt
bendir pd til pess ad porskurinn treysti meira & medfedda dnamissvorun
heldur en aunna vorn. Pad sem medal annars stydur pa tilgatu er ad i sermi
porsksins er ad finna mikid magn nattdrulegra métefna (antibody) (Inami,
2011). 1 nylegri rannsokn & genamengi porsks uppgodtvadist ennfremur
einskonar ,,galli“ i onemiskefi hans sem lysir sér i pvi ad porskinn vantar
vefjaflokkasameindina MHC Class 1l og hjalparfrumur (T-helper cells).
Hjalparfrumur hafa lykilhlutverki ad gegna vid framleidslu sérvirkra motefna
og minnisfruma, en pad ferli er reest og eflt med bdlusetningu. Petta er talin
vera asteda misjafns og oft a tidum litils arangurs vid bdlusetningu porsks
(Magnadéttir B., 2012).
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Motefnasameindir

Rannsoknir & nokkrum fisktegundum hafa leitt i 1jos ad moétefnasameindir
(6nemisglébulin, e: immunoglobulin) flytjast frd médur til afkvema og hafa
ahrif & fyrstu eeviskeidum lirfanna (Kawahara, Inarimor, Urano, & Nomura,
1993). Métefnasameindir i fiskum eru ad hluta til sému gerdar og i 6drum
lifverum (spendyrum). Einhver munur er p6 & pessu og er talid ad mismunandi
umhverfisadsteedur dyranna hafi eitthvad med pad ad gera hver prounin vard. |
fiskum hafa fundist métefni af IgM (Warr, 1995), IgD (Hordvik, Thevarajan,
Samdal, Bastani, & Krossoy, 1999), IgZ (Danilova, Bussmann, Jekosch, &
Steiner, 2005), IgT (Hansen, Landis, & Phillips, 2005) og IgH gerd (Savan,
Aman, Sato, Yamaguchi, & Sakai, 2005). Likt og hja fiskum hafa i spendyrum
fundist métefni af IgM og IgD gerd en ad auki hafa spendyr motefnasameindir
af IgE, 19G og IgA gerd (Kindt, Goldsby, & Osborne, 2007). Mismunandi er p6
milli fisktegunda hvada gerdir motefnasameinda peir hafa og er IgM su eina
sem fundist hefur i élikum tegundum sem rannsakadar hafa verid (Ansari,
Khodadadi, Peyghan, & Raissy, 2011).

Antigen binding sites —

Variable region ;

on heavy
tveimur eins polypeptid ,, heavy Lot

.., Chain
chain“ (H) og tveimur eins chain . /et
bridges '

Bygging IgM i hryggdyrum
(mynd 2) samanstendur af

+ Variable region
on light chain

polypeptid ,,/ight chain* (L) sem

. on light chain

Constant region
on heavy chain

i
i
i Constant region
i
er haldid saman af disUIfi§ 0g Heavy chain

6samgildum  tengjum.  Amino _ _
Mynd 2 : Bygging IgM sameindar

hluti & bedi (H) og (L) hluta IgM (sétt fra http://wikidoc.org (Gibson,

. . 2012))

sameindar hafa svokollud ,breytileg

sveedi® (variable region) sem stjorna sérhaefingu sameindarinnar p.e hvada

métefnavaki binst henni. Hinn hluti sameindarinnar kallast ,,stodugt sveedi

(constant region) og er eins og nafnid gefur til kynna eins milli sameinda (p.e &

milli IgM) (Goldsby, Kindt, Osborne, & Kuby, 2003).
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Til eru tveer mismunandi gerdir af IgM heavy chain p.e vessabundin (secreted,
slgM-H) og himnubundin (membrane bound, migM-H). Breytilegu sveedin &
heavy chain eru mismunandi eftir pvi hvada B fruma framleidir sameindina,
en peer Ig sameindir sem framleiddar eru af somu B frumu eru allar med somu

motefnavaka sérhafingu (Gibson, 2012).

IgM er fyrsta gerd métefnasameinda sem framleidd er pegar 6naemiskefi lifveru
bregst vid areiti af voldum maétefnavaka, IgM er einnig su gerd
motefnasameinda sem lifvera framleidir fyrst & sinu aviskeidi og hafa lifverur
meira magn af IgM heldur en 6drum gerdum
moétefnasameinda (Kindt, Goldsby, &
Osborne, 2007). IgM er medal lykilpatta i

medfaeddri Gnemissvorun og er einskonar

natturulegt boluefni hja fiskum og fleiri

lifverum. 1gM hefur breida sérhaefni gegn

70

Mynd 3: IgM med 10 bindistadi
o.fl., 2006) fyrir motefnavaka
(http://www.sanidadanimal.info)

framandi sameindum og er framleitt &

ymsum proskastigum lifvera (Magnadottir,

IgM hefur einnig getu til ad bindast fleiri

moétefnavokum heldur en adrar gerdir métefnasameinda, pvi pad hefur fleiri
bindistadi fyrir motefnavaka. IgM i beinfiskum hefur atta bindistadi fyrir
moétefnavaka (Vesely, Reschova, Pokorova, Hulova, & Nevorankova, 2006), en
IgM i 6drum fiskum og 6drum lifverum geta haft allt ad 10 bindistadi fyrir
moétefnavaka (Mynd 3) & medan adrar gerdir motefna hafa 2-4 bindistadi
(Kindt, Goldsby, & Osborne, 2007).



Héaskolinn & Akureyri Vidskipta-og raunvisindasvid
Audlindadeild

Lysozyme (mynd 3) er stor sameind sem hefur pvi hlutverki ad gegna ad verja
lifverur fyrir bakterium sem valdid geetu peim skada. Lysozyme hefur
bakteriudrepandi &hrif & beadi gram-jakvaedra og gram-neikvedra sykla
(Hansen & Olafsen, 1999) og er asamt
fleiri sameindum talid hafa stéru hlutverki
ad gegna i Osérhaefori 6naemisvorn lirfa
og seida fiska (Tatner, Manning, &
Fletcher, 1985 & 1982). Lysozyme virdist
hafa sterra/mikilveegara hlutverki ad

gegna i 6nemisvorn fiska en spendyra par
sem lysozyme i fiskum hefur talsvert meiri Mynd 4: Lysozyme ( The free
bakteriudrepandi  virkni  heldur en dictionary, 2012)

lysozyme i spendyrum. | gram-jakveedum bakterium redst ensimid & beta
tengin i peptidoglycan lagi frumuveggjar bakterianna, brytur pau nidur og
hindrar med pvi moti ad bakterian nai fotfestu i lifverunni. Lysozyme hefur
adeins onnur ahrif & gram-neikvaedar bakteriur og geetir ahrifa pess ekki fyrr en
eftir ad adrir hlutar 6neemiskerfisins hafa séd um ad brjéta nidur ytri frumuvegg
og innra peptidoglycan lag gram-neikveedra bakteria en pa studlar pad ad
agnati bakterianna med pvi ad virkja atfrumur (macorphages) og énnur hvit

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

Lysozyme er ad finna i slimhud, eitilvef (lymphoid tissue), blodvatni og 6drum
vessum ferskvatns- og sjéfiska (Saurabh & Sahoo, 2008). pad finnst i mestu
magni & peim stédum i fiskinum sem einna liklegast er ad verdi fyrir aras
sykla, pad er i nyrum og i meltingarvegi, a rodi peirra, & tdlknum og i hrognum
peirra (Saurabh & Sahoo, 2008).

Ymsir peettir baedi i umhverfinu og i lifsferli fiska hafa ahrif & magn og virkni
lysozyme og ma par sem daemi nefna peatti eins og aldur, sterd, kyn og
kynproska fisksins svo og hita- og syrustig vatnsins sem hann lifir i. Einnig
geta mismunandi arstidir haft ahrif sem og adrir umhverfispeattir (Saurabh &
Sahoo, 2008).
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Til eru 6 mismunandi tegundir af lysozyme, p.e type-g, type-c, type-i. Type-g og
type-c hafa fundist i hryggdyrum, par & medal i porski og fleiri fisktegundum,
type-i hefur fundist i hryggleysingjum. Hinar prjar tegundirnar af lysozyme,
finnast i pléntum, bakterium og bakteriuveirum. Munurinn & lysozyme milli
tegunda liggur i mismunandi sterd (molecular weights), amindsyru
samsetningu og eiginleikum pess (enzymatic properties) (Grunclova, o.fl.,
2003; 1996; 2008). G-type lysozyme hefur fundist i 6frjovgudum eggjum
porsksins og bendir pad til pess ad pad flytjist frA modur til afkvemis.
(Seppola, Mennen, Myrnes, Tveiten, & Johnsen, 2009)

Real time gPCR

Med tilkomu Real time gqPCR adferdarinnar urdu timamot hvad vardar
greiningu & magni afurda i synum og vid mat & genatjaningu. Adferdin gefur
nakveemari nidurstédur en adrar eldri adferdir sem hafa verid notadar vid
rannsoknir t.d. & genastarfssemi lifvera. Med Real time qPCR adferdinni ma
einnig fylgjast med mognun afurda i rauntima i stad pess ad fa nidurstodur ad
hvarfinu loknu eins og pegar notast er vid venjulegt PCR (Higuchi, Fockler,
Dollinger, & Watson, 1993). Adferdin gerir mogulegt ad safna gégnum a
medan & hvarfinu stendur. Vid hefdbundid PCR hvarf er afurdin rafdregin a
agarose geli eftir lokaskref hvarfsins og litun eda maeling naudsynleg til pess ad
greina afurdina. Mun lengri tima tekur pvi ad fa nidurstédur ur hefébundnu
PCR hvarfi heldur en ur Real-time PCR (RRC Core Genomics Facility &
University of Illinois at Chicago, 2003).
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Greining mognunar

I hvarfinu er notast vid flirljomandi efni (t.d. SYBR Green) sem binst
markgeninu og gefur flurljomun i takt vid mognun afurdarinnar (Wong &
Medrano, 2005). begar real-time PCR hvarf er framkvemt med pvi ad nota
SYBR Green, sem binst 04

Osérheeft vid allt tviprada  °%:

o
w
|
g
S
a

hed
[
o

DNA og gefur pa fra séer

dRFUMT
o
Y

flarljémun er naudsynlegt

e
o ¢
o

—no template

a0 skoda areidanleika

g
=

bl
o
o

nidurstadna og er pad gert

o

ut fré ut I It | 60 EL’) 70 7‘5 SIU 8I5 96 95
Temperature (deg C)
bradslumarkskirfu (melt Mynd 5: Hefdbundinn breedslumarkskurfa (melt

curve) (RRC Core Genomics Facility & University
curve, mc) (RRC Core of lllinois at Chicago, 2003)

Genomics Facility & University of Illinois at Chicago, 2003). Sérheafni
primeranna er haegt ad meta Gt fra mc, en med pvi ad skoda mc ma sja hversu
sérheeft primerarnir eru ad tengjast DNA i syninu og par med magna upp
ahugaverd svaedi (Pdrarinsdottir, 2010). Braedslumark (Melting temperature,
Tm) er hitastig par sem tvipatta DNA strengur klofnar i einpatta og ma greina
sem sa punktur par sem ris verdur & mc. Tm er had G/C innihaldi og lengd
afurdarinnar sem magnad er. Demi um mc ma sja & mynd 4 par sem Tm pess
synis sem um raedir & myndinni er i kringum hitastigid 82,5°C. Helsti 0kostur
vid ad nota SYBR Green til ad greina mégnun er ad efnid binst 6sérheeft vid allt
tviprada DNA og ef mengun hefur komist i hvarfefnid eda ef ad nidurbrot
hefur ordid & DNA pa getur pad truflad nidurstédur auk pess sem efnid binst
lika vid primer dimera (p.e ef primerar hafa bundist sjalfum sér en ekki DNA)
sem hafa myndast. bessi tvipatta form sem magnast 6sérhaft hafa tilhneigingu
til pess ad klofna vid leegra hitastig og pa synir mc fyrir pad topp vid legra

hitastig auk pess ad syna gleidari topp a linuritinu.
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A pennan hatt ma pvi greina hvort um edlilegt syni sé ad reeda og par med
edlilegt hvarf eda hvort um mengun eda annad sé ad reda (RRC Core
Genomics Facility & University of Illinois at Chicago, 2003).

Hlutfallsleg tjaning

Tjaningu gena er haegt ad maela & mismunandi hatt. Nota ma hlutfallslega
tjaningu (relative) og einnig er haegt ad meela beina tjaningu (absolute). begar
notast er vid hlutfallslega tjaningu gena eins og gert var i pessari tilraun parf ad
hafa samanburdargen til vidmidunar. Gen sem haegt er ad nota sem
samanburdargen eru gen sem eru alltaf tjad i sama magni i 6llum liffeerum,
0had medhondlun eda aldri lifverunnar. Tjaningu gensins sem mela & er svo
lyst sem hlutfalli af tjaAningu samanburdargensins/-genanna (Wong & Medrano,
2005). Oft er notast vid fleiri en 1 gen sem samanburdargen en i pessari
rannsokn var notast vid eitt gen (ubiquitin). Ubiquitin (ubiq) er litid protein
sem samanstendur af 76 aminosyrum. Pad finnst hja morgum lifverum
(Mcdowall, 2012), og pad tekur patt i nanast 6llum mikilvegum ferlum i
frumunni (Hoffmann, 2009). Til demis tekur pad patt i stjornun a flaedi
gegnhum frumuhimnu. Ubig virkar med pvi ad tengjast 6drum préteinum
(ubiquitinylation) sem sidan stjérna virkni og stadsetningu préteinsins
(Mcdowall, 2012).

Rannsdknir sem framkvemdar voru arid 2008 & 10 mismunandi genum 0r 6
mismunandi vefjum ar Atlantshafs porskinum med pad ad markmidi ad finna
hvert peirra veeri heppilegast ad nota sem samanburdargen vid rannsoknir &
genatjaningu porsks, leiddi i ljés ad ubiq virtist hafa stddugustu tjaninguna af
pessum 10 genum og pvi veenlegast til notkunar sem slikt (Olsvik, Lie, &
Softeland, 2008).
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Comparative C;adferd (2744€, 2%¢r)

Comparative C; reikniadferd er adferd sem heaegt er ad nota til pess ad reikna Gt
hlutfallslega breytingu & tjaningu markgens/markgena midad vid tjaningu
vidmidunargens/viomidunargena (Livak & Schmittgen, 2001). Til ad
nidurstodur pessarar adferdar verdi sem ndkvemastar er mikilveegt ad genid
sem skoda a (markgenid) og viomidunargenid seu mdgnud upp samtimis, p.e.
sett & somu keyrsluplotu i mégnunarhvarfinu. Einnig er mikilveeg ad keyra
synin i endurtekningu (Wong & Medrano, 2005), til pess ad koma i veg fyrir
skekkjur af voldum onakvemni i vinnubrogoum (pipettun ofl) en i pessari

tilraun voru syni til deemis keyrd i pritekningu.

Vid bestu adstedur vio mégnun ma astla ad nytni mégnunar sé 100% en pa
tvofaldast magn afurdar vid hvern mognunarhring. Petta er hins vegar yfirleitt
ekki raunin og er nytnin yfirleitt 85-90% (Kubista, 0.fl., 2006). Comparative C;
adferdin gerir hins vegar rad fyrir pvi ad markgenid og viomidunargenid hafi
bedi 100% nytni (efficiencies (E = 2 = 100%) en markgenid og
vidmidunargenid purfa ad hafa jafna mognunarskilvirkni/afkost til pess ad sem
bestur samanburdur faist (Kenneth & Schmittgen, 2001). Nidurstédur melinga
Ur Real-time qPCR hvarfinu eru sidan teknar og medaltalsgildi fyrir mdgnun
hvers gens fundid, p.e medaltal tekid af 6llum melingum af synum ar sama
medhdndlunarhépi. Til ad finna ut ACt fyrir markgenid eru pvi teknar
nidurstddur medaltalsmalinga & markgeninu hja akvednum synahopi og
medaltalsmeling & tjaningu vidmidunargens hja sama synahopi dregid fra (eda
ACt Markgen = tjaning Markgen — tjaning Vidmidunargen). Sidan er reiknad ut
AACt fyrir markgenid hja synahopnum med pvi ad finna mismun & ACt
markgensins i medhoéndlunarhopnum og  ACt  markgensins i
vidmidunarhépnum. Nidurstadan er svo sett inni jofnuna 24" og Gtkoman er
hlutfallsleg tjaning fyrir markgenio i hlutfalli vio tjaningu & voéldu

vidmidunargeni (Pérarinsdottir, 2010).

11
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Meginskref mégnunarhvarfsins (Real time qPCR hvarfsins)
Mognunarhvarfid skiptist i 4 skref (mynd 6), pad er linufasa (linear ground
phase, 1st phase), fyrri vaxtarfasa (early exponential phase, 2nd phase),
vaxtar/log fasa (exponential/log

B0 -

liner phase, 3rd phase) og stddufasa

4th phase

(plateau  phase, 4th  phase)
(Trichopad, Dilger, Schwaez, &

f (fluorescence)

Pfaffl, 2003). [ linufasa hefur £, 2nd phase
M . T R background levef
10 4
maognun gens ekki hafist og styrkur —
fljurljomunarinnar er  ekki ordin Y 10 P % p

real-time PCR cycle

meiri en styrkur flurljdémunar bakgrunnsins. Mynd 6 Fiogur meginskref
begar hvarfid skiptir r linufasa yfir i fyrri mognunarhvarfsins (Pfaffl, 2003)

vaxtarfasann er sa timapunktur einskonar ,préskuldur® (cycle threshold) og
sem kalladur er ,.C. . betta er sa timapunktur eda PCR hringur par sem
mognun/tvoféldun gensins hefst og er upphaf mégnunarinnar reiknad at fra
pessum punkti (Heid, Stevens, Livak, & Williams, 1996). Eftir pvi sem
upphaflegur styrkur markgensins er meiri, pvi fyrr byrjar mégnunin og skilar
pad sér i legra ,Ci gildi. Styrkur flarljomunarinnar segir til um
styrk/margfoldun PCR afurdarinnar. | vaxtarfasanum & sér stad adal mdgnunin
a geninu og afurdin tvofaldast vid hvern hring. Pegar styrkur hvarfefna hefur
minnkad og er ekki lengur nagjanlegur til ad framkalla flarljomun er

stodufasanum (plateau phase) nad, (Bustin, 2000) og hvarfinu lokid.

12
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Rannsoknarspurningar verkefnisins

Markmid rannséknarverkefnisins var ad mela tjaningu & voldum genum (IgM
og lysozyme) sem patt taka i dsérhaefdri Gneemissvorum i porsklirfum og nota
til pess Real-time gPCR adferdina. Gerdur var samanburdur a tjdningu genanna
& mismunandi proskastigum lirfa, pad er 10 dogum og 26 dogum eftir klak
(dek). Einnig var rannsakad hvort neringaraudgun fedudyra med
ufsapeptidoum i mismunandi styrkleika hefdi ahrif a tjaningu genanna.

Helstu rannsoknarspurningar verkefnisins voru eftirfarandi:

e Hefur medhdndlun fedudyra med ufsapeptidum ahrif a tjaningu IgM og

lysozyme i porsklirfum ?

e Er munur & tjaningu 6nemisgenanna & mismunandi aldursstigum lirfa?

13
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Framkveemd

Rannsakadar voru lirfur & tveimur mismunandi aldursstigum p.e 10 og 26 dek.
Byrjad var & pvi ad einangra RNA 0r heilum lirfum, gedi og styrkur RNA i
synum kannad og RNA sidan umbreytt i cDNA. Ad lokum var Real-time gPCR
hvarfio framkvemt til ad &kvarda tjaningu genanna samanborid vid
vidmidunargen sem var ubiq en rannsoknir hafa synt fram & ad tjaning pess sé

nokkud stodug 6had proskastigi, neeringu eda umhverfisadsteedna lifvera.

Efnividur tilrauna og synataka

Efnividur rannsdknarinnar var fenginn ur tilraun sem framkvemd var i
tengslum vid verkefnid COD-Atlantic sem styrkt er af NORA og AVS
sjodunum og unnid i samstarfi Matis, Haskdlans a Akureyri,

Hafrannsoknastofnunar og erlendra samstarfsadila.

Rannsdknin var framkvemd i mai og juni 2011 ad Stad vid Grindavik.
Tilraunir voru framkveemdar i pritekningu par sem lirfur voru fodradar med
lifandi feedudyrum sem hofou verid medhéndlud med ufsapeptioum i tveimur
mismunandi medhdndlunarskdmmtum (100 ppm og 200 ppm), hér eftir kdllud
,peptidbeaett feedudyr”. Lirfur voru foédradar med peptidbaettum feedudyrum
tvisvar a dag, prja daga vikunnar (manudag, midvikudag og fostudag) fra pvi 2
dek og par til 42 dek.. Til samanburdar voru lirfur i premur kerum fédradar
med fedudyrum sem ekki hofou verid audgud med ufsapeptidum, hér eftir
ko6llud ,,hefdbundin feedudyre. Tekid skal fram ad lirfur i 6llum kerum voru af
sama uppruna, par sem eini breytilegi patturinn var ad peer voru fodradar med

mismunandi medhondludum faedudyrum & tilraunatimanum.

Tilraun var framkveemd af starfsmonnum Hafrannsdknastofnunar og
ufsapeptidin framleidd af Iceprotein hf. & Saudarkroki. Synataka fyrir

rannsdknir & genatjaningu var framkvaemd af starfsmanni Matis i Reykjavik.
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Synum var safnad & premur timapunktum, p.e. 10, 26 og 44 dek. lirfur frystar
stakar i fljotandi k6fnunarefni i RNAse free glésum (til ad koma i veg fyrir ad
mengun/6hreinindi spillti synunum) og flutt & purris til Akureyrar par sem
glésin voru geymdi vid -80°C par til frekari Urvinnsla for fram.

Medhdndlun syna:

Framkvemd RT-gPCR ma i stuttu mali skipta i eftirfarandi skref.

Einangrun RNA — Magngreining 8 RNA — RNA umritad i cDNA —
Real-time gPCR — Greining nidurstadna

I pessu verkefni voru rannsokud syni af lirfum 10 og 26 dek sem fodradar voru
med ,,peptidbaettum fedudyrum* i annarsvegar 200 ppm styrk (syni ur 3
kerum merkt H1, H2 og H3) og hins vegar 100 ppm styrk (syni ur 3 kerum
merkt L1, L2 og L3). Til samanburdar var & somu dogum safnad synum af
lirfum sem fodradar voru med ,,hefdbundnum fedudyrum® (syni ur 3 kerum
merkt C1, C2 og C3). Nidurstdédur rannsdkna & pessum synum voru ennfremur
bornar saman vid rannsokn & 44 daga gémlum lirfum en s rannsdkn var

framkvamd sem hluti af 66ru verkefni.

Vid framkveemd pessara rannsoknar voru syni rannsokud a prja mismunandi

vegu:

e Synum sem safnad var 10 dek og 26 dek ur kerum L1, L2 og L3
samanborid vid syni ar kerum C1, C2 og C3. prjar lirfur voru
teknar ar hverju keri og samtals pvi unnid med 36 lirfur. RNA
var einangrad ur hverri og einni lirfu fyrir sig og styrkur pess
maeldur med Qubit® Fluorometer (Tafla 7).

e Synum sem safnad var 10 dek og 26 dek af lirfum ar kerum L1,
L2 og L3 samanborid vid lirfur ar kerum C1, C2 og C3. Fimm
lirfur voru teknar Gr hverju keri og paer sameinadar adur en

RNA var einangrad ar peim. I heildina var pvi RNA einangrad
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ar 60 lirfum en eftir ad bdid var ad sameina 5 lirfur i eitt syni var

unnid &fram med samtals 12 syni.

e Synum sem safnad var 10 dek og 26 dek af lirfum ar kerum H1,
H2 og H3 samanborid vid lirfur ar kerum C1, C2 og C3. Tveer
lirfur voru teknar Ur hverju keri samtals pvi 24 lirfur. Lirfur ar
sama Kkeri voru sameinadar adur en RNA var einangrad ur peim
pannig ad &fram var unnid med 12 syni. Einungis nadust
lokanidurstodur ar rannsokn a pessum synum og er pvi
framkvaemdarlysing pessa verkefnis midud vid pessi syni og
nidurstodur verkefnisins byggdar & dtkomu rannsoknar & pessum

synum.

| framkvaemdarlysingu hér & eftir er hverju skrefi lyst fyrir sig ad undanskilinni
synatokunni pvi nemandi kom ekki nalegt synatoku heldur nytti syni sem

pegar hafdi verid safnad og geymd voru vid -80°C.

Framkveemdarlysing

Adur en byrjad var ad medhdndla synin pa var byrjad a ad prifa bord, hanska
og bakka sem synaglésin voru latin standa i med RNaseZap® Solution
(Invitrogen) og sidan skolad med eimudu vatni. Petta var gert til ad Utiloka

RNAse mengun vid medhdndlun syna.

Einangrun RNA

Lirfur voru soéttar ar frysti og geymdar & is. Lirfusyni voru mulin i
eppendorfglosum, ein i einu med sérstokum pinnum og var glésunum dyft
reglulega i fljétandi kéfnunarefni til ad halda lirfunum frosnum par til buid var
ad mylja peer. Eftir ad stakar lirfur h6fou verid muldar pa var 200ul af TRI
Reagent (Sigma) beett i glasid og pad geymt i isskap & medan hinar lirfurnar
voru medhdndladar med sama hetti. begar buid var ad mylja allar lirfurnar

voru 2 lirfur ar hverju keri sameinadar i hvert glas.
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petta var gert pannig ad mordu lirfurnar d&samt peim 200ul af TRI Reagent
(Sigma) sem settir héfdu verid & hverja lirfu var fert yfir i hreint
eppendorfglas. Ad pvi loknu hofst RNA einangrun.

Byrjad var & pvi ad lata synin na herbergishita med pvi ad standa & bordi i 5
minatur og pau sidan skilvindud vid 12000x g i 10 minatur vid 4°C til ad
fjarleegja Oleysanleg efni sem settust vid petta i botninn & glésunum. RNA-id
sat eftir i flotinu sem veitt var ofan af botnfallinu. 200 pl chloroform var beett
ati flotid og pvi blandad vel saman med pvi ad velta glésunum i 15sek. Glésin
voru latin standa & bordi vid herbergishita i 10 minutur og sidan skilvindud i 15
minatur vid 12000x g og 4°C. Efsta lagid i glasinu (pad lag sem innihélt RNA-
i0) var veitt ofan af og sett i nytt glas, 500ul af isopropanol bett i glasio og
glésin svo vortexud i 5-10sek. Ad pvi loknu voru glésin latin standa a bordi i
10 mindtur og sidan skilvindud i 5 mindtur vid 12000x g og 4°C. Vid pad
fekkst RNA i botnlagid. Flotid var pvinast veitt ofan af botnfallinu og reynt
var ad na sem mestu an pess ad koma vid botnfallio. RNA Ur synunum var
sidan pvegid med pvi ad beaeta 1ml af koldu 75% etanoli i glasid med
botnfallinu, glésin skilvindud vid 7500x g i 5 minatur vid 4°C og flotid
(etandlio) veitt ofan af. Reynt var ad nd sem mestu til pess ad f4 sem best gaedi
a4 RNA-inu. Glésin voru svo aftur sett i skilvindu i eina minatu og afgangurinn
af flotinu svo veiddur ofan af med finni pipettu. Pegar buid var ad veida sem
mest af flotinu ofan af botnfallinu voru glosin latin standa opin & bordi i 3-5
minutur til ad purrka RNA-id. Eftir purrkun var botnfallid leyst upp i 50ul af
1XxDNAse | Reaction Buffer. Til pess ad fa& 1XDNAse | Reaction Buffer var 10X

Reaction Buffer pynntur & eftirfarandi hatt:
1XxDNAse | Reaction Buffer:

e 100 ul 10X Reaction Buffer
e 900ul DEPC-treated vatn
= 1ml 1 1x DNAse | Reaction buffer
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Pegar buid var ad leysa upp botnfallid var 0,5ul af DNAse | (1U DNAse
enzyme) beett i hvert syni. Glésin voru svo sett i hita, fyrst i 37°C i 30 minatur
og svo i 75°C i 5 mindtur.

Ad pvi loknu voru glésin geymd i frysti par til meling & RNA styrk var
framkveemd. Nanari lysingu & hverju skrefi fyrir sig vid einangrunina er ad

finna i vidauka I.

Gaedi RNA
Til pess ad kanna gaedi RNA, p.e. nidurbrot RNA i synum, var framkvamdur
rafdrattur & synum & Agarose geli.

1,25 % Agarosegel:

= 1,29 Agarose duft
= 100ml 0,5TBE lausn

Sett i 6rbylgjuofn par til allt duftid hafdi leyst upp. Um pad bil 20ml af gelinu
settir i tilraunaglas og Ut i pad bett 2ul af SYBR safe. SYBR safe er vidkveemt
litarefni sem gerir DNA predina synilega i gelinu i UV Iljosi (Life
Technologies Corporation, 2012). Gelinu og SYBR safe var blandad saman og

helt i bakkann og leyft ad hardna i um pad bil 30 mindtur.
Syni undirbdin fyrir keyrslu & geli :

= 8ul, DEPC-Treated water “
= 2ul,, loading Buffer
= 2ul syni
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Blandad saman i 8 strippa lengju (lengja ur plasti med 8 brunnum) og sett i
hita (65°C) i 5 minutur. begar gelid var ordid hart var pad sett i rafdrattartaekid,
0,5x TBE vokvi settur i teekid pannig ad fleddi yfir gelid, synunum var svo
radad i brunnana & gelinu og keyrt i 45 minatur vio 115V. Eftir rafdratt var
gelid myndad & UV lampa.

Magngreining RNA
Styrkur RNA i synum var meaeldur med Quant-it™ RNA Broad Range Assay
Kit og Qubit® Fluorometer mali (mynd 7). Buin var til Working Solution fyrir
Ol synin og ad auki fyrir 2 vidmidunarsyni
(standard) og 2 syni aukalega vegna pipettuskekkju,
b.e til pess ad eiga ndg efni, pvi alltaf tapast eitthvad

vid melingar.
Working Solution:

e Quant-it Buffer : 199ul * synafjoldi

e Quant-it Reagent : 1ul *synafjoldi

Mynd 7: Qubit® Fluorometer
Stadalausn til ad stilla af Qubit® Fluorometer: (Faith, 2008)

e 190ul Working Solution
e 10ul Stadallausnir (st. 1 og st. 2, Quant-it kit)

Syni undirbuain fyrir meelingu:

e 199ul Working Solution
e lulsyni

Blandad saman. Gldsin latin standa & bordi i 1 min adur en ljosgleypni er

meeld.
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RNA umritad yfir i cDNA

Til pess ad audvelda samanburd syna pa var cONA buid til ar sama magni af
RNA fyrir 61l syni. Til ad finna Gt hve mikid magn af RNA pyrfti ad nota til ad
utbla cDNA purfti ad taka mid af pvi syni sem var med laegsta styrk RNA.
Hamarksmagn RNA sem heagt er ad breyta yfir i cONA er 2000ng i 10ul af
syni og var pvi reynt ad mida vid ad vinna med um 1800ng ef pad var
mogulegt. | pessu verkefni reyndist ekki unnt ad nota alltaf sama magn RNA ar
ollum synum. I pad skipti sem unnid var med syni sem samanstodu af RNA Gr
5 lirfum meldist pad lagur styrkur RNA i synum C2 (66,6pul/ml) og L3 (22,5
pl/ml) fra degi 10 ad akvedid var ad notast vid syni L1 fra degi 10 sem hafdi
styrkinn 92,2 ng/ul. Sa styrkur var margfaldadur med 10 og feaest pa 922 ng sem
var pvi pad heildarmagn af RNA sem unnid var med ur 6llum synum (nema C2
og L3 fra degi 10 par sem unnid var med 666 ng og 225 ng). 922 ng var sidan
deilt med magni RNA (i pg/ml) hvers synis til ad finna Gt hve marga mikrdlitra
byrfti af hverju syni fyrir sig i hvarfid. Notast var vido hamarksmagn (p. e. 10
ul) ar synum C2 og L3 fra degi 10 pvi styrkur peirra syna var pad litill. T toflu
1 sést hve mikid magn purfti ad nota af hverju syni til ad fa sama styrk af RNA
i 6llum synunum. | umritunarhvarfinu er notast vid 20ul i heildina pannig ad
10ul af mastermixi (sja innihald mastermix i t6flu 3) voru ferdir yfir i hvern
brunn, sidan pad rammal af RNA af hverju syni sem utreikningar syndu ad
nota pyrfti og loks pad magn af H,O sem purfti & moti hverju syni til ad na i

heildina 10 ul (sja toflu 1) pannig ad heildarmagn i hverjum brunni vaeri 20pl.
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Tafla 1: Utreikningar & magni hvers synis sem nota purfti til ad umrita 922 ng af RNA
yfir i cDNA. Notast var vid hamarksmagn synis (10 pl) hja synum C2 og L1 fr4 degi 10.
Hvert syni inniheldur RNA fra 5 lirfum ar sama keri. | téflunni er einnig synt pad magn
af H,O sem nota purfti & m6ti rammali RNA synis, pannig ad heildarmagn synis yroi
samtals 10 pl.

P Magn synis (ul) til
Syni/ker Sy:;:;:l:u- Magn RNA i syni ad umbreyta ) Magn H,0
(dek) [ug/ml] 922ng RNA ¥fir i (ul)
cDNA
Ci1 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

SO6mu adferd var beitt vid Utreikninga & magni sem nota purfti af hverju syni i
umritunarhvarfid pegar unnid var med syni sem samanstodu af RNA tveggja
lirfa. Eins og adur var etlunin ad mida vid pad syni sem hafdi leegstan styrk af
RNA en vegna pess hve lagur styrkur RNA var i 6llum synum sem safnad var
10 dek var akvedio ad mida vid legsta styrk i synum sem safnad var 26 dek.
pad reyndist vera syni H1 (76,6ng/ul) og par sem mest er haegt ad setja 10ul Gt
i hvarfid, pad var eins og adur styrkur synis H1 margfaldadur med 10
(76,6*10)=766ng total RNA 0r 6llum synum fra degi 26. 766 svo deilt med
magni RNA (i pg/ml) hvers synis til ad finna ut pann mikrélitra fjélda sem
nota purfti af hverju syni (sja toflu 2). Ekki var haegt ad nota petta viomid fyrir
synin fra degi 10 vegna pess hve lagur styrkur RNA var i peim og var pvi
notast vid hamarksrimmal ar peim synum pad er 10ul. Eins og sést i toflu 2

reyndist magn RNA i peim synum vera a bilinu 33-50ug/ml.
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Eins og &dur var notast vid 20ul i heildina i umritunarhvarfinu, p.e 10pl af
mastermixi feerdir yfir i hvern brunn og sidan pad magn af syni og H,O sem til
purfti til ad na samtals 10ul eins og synt er i toflu 2.

Tafla 2 Utreikningar & magni hvers synis sem nota purfti til ad umrita 766ng af RNA
yfir i cDNA. Notast var vid hamarks magn synis (10ul) hja synum teknum 10 dek.
Hvert syni inniheldur RNA fr4 2 lirfum Gr sama keri. Lirfur syna merkt C voru fédradar
med hefdbundnum feedudyrum en lirffur syna merkt H voru fédradar med
peptidbaettum (med styrknum 200ppm) faedudyrum. Taflan synir pad magn af syni og
pad magn af H,O sem notad var til ad umrita yfir i cDNA, samtals 10 pl.

Synatéku- | Magn RNA | Magn synis (pl) til ad Magn H.0
Syni/ker dagur (dek) i syni umbreyta 766ng s Inp
[ug/ml] RNA i cDNA (W)
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 pess ad bua til cDNA var notast vid kit fra Applied Biosystem: ,, High-
Capacity cDNA Reverse Transscription“. Buid var til 2XRT mastermix i
eppendorfglasi. bessi vinna var framkvemd & is og ensimid var sett sidast uti
mastermixid. BUid var til eitt RT-syni (neikveett viomid) sem innihélt somu
efnin og mastermixid ad undanskildu ensiminu en vid pad ad sleppa pvi verdur
engin umritun a RNA yfir i cONA. Efni og magn efna i mastermixinu er synt i
toflu 3.
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Tafla 3: 2XRT Mastermix sem notad var pegar RNA var umritad i cDNA. Taflan synir
efni og magn efna sem notud voru i hvert syni svo og efni og magn efna sem notud
voru i RT-synid.

Efni M?g" f,yr_'r RT-Syni
eitt syni

10xbuffer 2ul 2ul
dNTP 0,8ul 0,8ul

Random primer 2ul 2ul

Multiscribe 1l oul
DEP\?\/’:{Sfted 4,24l 5,2ul
Samtals 1oul 10ul

Glosum var sidan lokad vel, vortexud i 2-3 sek og loks sett i microskilvindu til
ad fjarleegja loftbolur. ,,Reverse-transcriptase “ hvarfinu var pvi naest komid af

stad i PCR teeki. Forrit sem notad var er synt i toflu 4.

Tafla 4: PCR forritid sem notad var vid ,reverse-transcriptase” hvarfio.

Step 1 Step 2 Step 3 Step 4
Hitastig (°c) 25 37 85 4
Timi 10min 120min Ssek For ever

Rauntima-magnbundinn PCR (real-time qPCR)
Byrjad var & ad pynna cDNA synin tifalt til ad eiga n6g af cDNA efnivid fyrir
rannsoknir a peim genum sem aztlad var ad greina (IgM, lysozyme og

kontrélgenid ubiq til vidmidunar):

e 3ulsyni
e 27ul DEPC-vatn

Pynna purfti primerana sem notadir voru og var pad gert & pann hatt ad

lokastyrkur primera yrdi 300 nM:

o 2,5ul primer
e 47,5 DEPC-vatn
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Upplysingar um pa primera sem notadir voru er ad finna i t6flu 5 en paer voru
fengnar ur meistaraverkefni Eydisar Elvu Porarinsdéttir vid Haskdlann &
Akureyri arid 2010 (Pérarinsdottir, 2010).

Tafla 5: Upplysingar um primera og lengd afurdar (amplicon length) (Pdrarinsdottir,
2010).

GenBank . . »- | Amplicon
. . Forvard primer sequence 5'-3
Gen Primers | accession . 5 o0 length
Reverse primer sequence 5°-3
number (bp)

Heavy chain of

mir;‘:r:zne o | AIB7128 |AAGGAATGAATGGTTCTGTGAGG |
. . 8M | (x58871) | TICAGTCAGGACAAGAAACGCAT
immunoglobulin

M
CCGGGAACGTATCTTCAAC
g-type lysozyme | LysTR1 | EU377606 CTCCTCTCGGTTCGTGGTATCT 102
A . GAGGTCGAGCCCAGTGACA
Ubiquitin Ubiq | EX735613 GCTTGCCAGCGAAGATCAG 100

mIgM primerar voru hannadir af Seppola, Johnsen, Mennen, Myrnes, og
Twveiten, (2009). LysTR1 primerar voru hannadir af Eydisi Elvu Porarinsddttir
i meistaraverkefni hennar vid HA (Pérarinsdottir, 2010), at frd rodum i
GenBank database EU377606 (Larsen, Solstad, Svineng, Seppola, &
Jorgensen, 2009) Ubiq primerar voru einnig hannadir af Eydisi Elvu
Porarinsdottir i meistaraverkefni hennar, Ut frd rédum i GenBank database
EX735613 (Olsvik, Softeland, & Lie, 2008)

24



Héaskolinn & Akureyri Vidskipta-og raunvisindasvid

Audlindadeild

Mastermix fyrir IgM, Ubiq og lysozyme var utbid samkveemt toflu 6.

Tafla 6: Mastermix. Efni og magn efna
i gPCR master mix.

Efni Magn efna
Sybr Green 7,5u*synafjoldi
F primer 0,9ul*synafjoldi
R primer 0,9ul*synafjoldi
DEPC-vatn 1,4ul*synafjoldi

Af mastermixi var 9,7 pl pipettad i hvern brunn. Notadir voru 24 brunnar fyrir

hvert gen og 5,3ul af syni i hvern brunn pannig ad heildarmagn i brunni var

15ul. Auk syna voru einnig notud tvo neikveaed viomidunarsyni p.e. NTC par

sem sett var vatn i stad synis og RT-syni par sem vid umritun RNA yfir i

cDNA var sett syni H1 fra 26 dek en ekkert ensim
pannig ad engin umritun atti sér stad (sja kafla
2.3.4.). Hvert syni var keyrt i prisyni (upprédun
syna a keyrsluplotur er synd i vidauka I1). Hver
plata innihélt pvi ubiq i prisyni &samt annadhvort
IgM eda lysozyme i prisyni. Synin voru keyrd &
pennan hatt par sem ubig var notad sem

vidmidunargen og purfti pvi ad keyra pad

-

ittt
—

samhlida hverju syni. Plotunum var lokad og per Mynd 8: StepOne Real

Time PCR System

settar i microskilvindu par til buid var ad spinna (GenxPro, 2008)

nidur allar loftb6lur. Pléturnar voru sidan keyrdar

ein i einu i StepOne Real-Time PCR System teekinu (mynd 8).
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PCR forrit sem var notad vido mégnun méa sja & mynd 9.

PCR
AmpliTag Gold®
Polymerase Cycle (40 cycles)
Step Activation
Denaturs Annsal/Extend
HOLD CYCLE

Temperature/ 95 *C 95 °C 60 °C

Time 10 min 15 sec 1 min

Volume 50 uL

Mynd 9: Forrit gPCR moégnunarhvarfisins

Nidurstodur hvarfsins voru sidan notadar til ad reikna Ut hlutfallslega tjaningu
IgM og lysozyme midad vid vidmidunargenid ubig. Vid Utreikninga var notud
comparative C;adferdin (sja kafla 1.3.3). Marktaeki nidurstadna var kannad og
var notad til pess T-prof. Gerdur var samanburd & tjaningu gena i lirfum i sem
medhdndladar voru med peptidbaettum (med styrknum 200ppm) faedudyrum
samanborid vid lirfur medhondladar med hefdbundnum heetti. Notad var
forritid SigmaPlot release 3.5 (Systat Software Inc. CAQ 94804-2028 USA).
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Nidurstoour

I upphafi pessarar rannsoknar var aatlad ad vinna med samtals 36 syni par sem
RNA var einangrad Ur stokum lirfum. Vid melingu a styrk einangrads RNA
kom i 1jos ad mjog litid magn af RNA meldist almennt i synunum, pad litid ad
ekki reyndist unnt ad halda afram rannsdkninni med petta hréefni. Nidurstodur
pessara malinga eru syndar i toflu 7.

Tafla 7: Nidurstddur maelinga a styrk RNA Ur fyrstu 36 synunum sem unnid var med.
RNA var einangrad ur premur stékum lifum ar hverju keri (C1-C3 og L1-L3) og synir
taflan magn RNA sem meeldist i hverri peirra. Syni C eru syni Ur lifum sem fodradar

voru med hefdbundnum faedudyrum en syni L Ur lifum sem fédradar voru med
peptidbesettum (med styrknum 100ppm) faedudyrum.

Syni/ o Magn RNA i syni Syni/ . Magn RNA i

Ker Synatoku- [ug/ml] Ker Synato6ku- syni
dagur (dek) dagur (dek)
[ng/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 Omaelanlegt
C3 26 8,11 c3 10 Omaelanlegt
c3 26 38,9 c3 10 11,8
L1 26 16 L1 10 7,54
L1 26 47,3 L1 10 Omaelanlegt
L1 26 78,9 L1 10 Omaelanlegt
L2 26 5,98 L2 10 13
L2 26 10,3 L2 10 Omaelanlegt
L2 26 9,12 L2 10 Omaelanlegt
L3 26 21,5 L3 10 5,1
L3 26 68,3 L3 10 Omaelanlegt
L3 26 70,6 L3 10 Omaelanlegt
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Vegna pess hve litill styrkur RNA meldist ar hverri lirfu var &kvedid ad byrja
rannsoknina uppé nytt og 5 lirfur ar hverju keri sameinadar adur RNA var
einangrad og styrkur pess meeldur med Qubit® Fluorometer. Nidurstodur pessa

meelinga ma sja i toflu 1.

Unnid var &fram med pessi syni & sama hétt og lyst er i framkveemdarlysingu
en pegar nidurstodur Ur Real-time gPCR hvarfinu fyrir pessi syni voru
skodadar kom i 1jos ad PCR-pléturnar sem notast hafdi verid vid i hvarfinu
h6fou verid ranglega merktar og hofou pvi verid notadar rangar plétur. Brunnar
platnanna bradnudu i hvarfinu og pvi ekki haegt ad treysta & nidurstddur auk
pess sem pad SYBR Green sem notad var i hvarfid var utrunnid. Toluleg gogn
ar keyrslu a pessari plotu eru synd i vidauka Il en ekki var unnid nanar med
pau gogn. Nokkur tilraunasyni voru po keyrd i somu keyrsluplétum en med
nyju SYBR Green (mynd 10) en akvedid ad framkveema tilraunina i pridja
skipti, med réttar keyrsluplotur og nytt SYBR Green.

o P, N W b~ 01 O N

C L

Mynd 10: Hlutfallsleg tjAning IgM i Porsklirfum 10 dégum eftir klak par sem hvert syni
inniheldur RNA fra 5 lirfum. Notadar voru rangar keyrslupl6tur og nidurstodur pvi ekki
areidanlegar nidurstddur. Suala C synir medaltal og stadalfravik meelinga i 3 synum, af
lifum sem fodradar voru med hefédbundum faedudyrum. Sdla L synir medaltal og
stadalfravik meelinga i 3 synum, af lirfum sem fédradar voru med peptidbaettum (med
100ppm styrk) feedudyrum. A Y-as sést hlutfallslegt magn tjaningar midad vid
viomidunargen (Ubiquitin).
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Adrar nidurstodur sem fjallad er um hér & eftir midast vid syni par sem 2 lirfur
Ur hverju keri voru sameinadar adur en RNA var einangrad Ur peim. Gerdur er
samanburdur & lirfum sem fengu hefobundin fedudyr (C) og lirfum sem
fodradar voru med peptidbaettum (med styrknum 200ppm) fedudyrum (H).
Einnig er gerdur samanburdur & synum ur lirfum 10 dek og 26 dek .

Gaedi RNA

Gedi einangrads RNA voru metin med pvi ad rafdraga RNA-afurdirnar i
agarose geli. Mjog ogreinileg bond greindust i gelinu og pvi erfitt ad meta geedi
einangrads RNA en midad vid eftirfarandi nidurstodur var talid ad geedi RNA i
synum veeri fullnsegjandi og ekki var talid ad um nidurbrotid RNA veri ad

reda.

Styrkur RNA

Styrkur RNA i synum var maldur med Qubit® Fluorometer og eru nidurstodur

syndar i toflu 2.

Breedslumarkskurfur (Melt curves, mc)

Mynd 10 synir nidurstédur mc fyrir IgM og lysozyme. Einnig eru myndir af mc
fyrir ubig sem keyrt var med til vidmidunar. Mynd 11A synir
breedslumarkskarfu fyrir IgM porsklirfa 10 dégum eftir klak og virdist vera
sem Tm sé mjog mismunandi & milli syna. Liklegt er ad pessi keyrsla hafi ekki
heppnast sem skildi par sem primer-dimer geetu hafa myndast eda einhver
mengum hafi komist i synin. Braedslumarkskdrfa sem fékkst af IgM dr lirfum
26 dogum eftir klak (mynd 11E) synir ad Tm par var i mérgum synum 82,19°C
en eins og sést & myndinni ris kurfan i 6drum synum ad hluta til fyrir pann tima
sem bendir til pess ad mengun hafi komist i pau syni eda pa ad um primer
dimer sé ad ra@da ad hluta til. A myndum 11B, 11C, 11D, 11F, 11G og 11H risa
breedslumarkskarfurnar & bilinu 79,8-80,25°C og gott samraemi er & milli syna.
Pvi ma gera rad fyrir ad pessi syni hafi verid 6mengud, RNA ekki nidurbrotid

og ad primer dimerar séu ekki ad trufla hvarf pessara syna.
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Melt Curve

Melt Curve

Derwative Reperter (-Fn)

{L
|
we wo wme

mmmmmmmmmm

|
n/A
\,\

A We WC WO ME WF Laoend
WA W WiC WO ME WF ‘

M_ynd, E. Tm breytilegt Mynd F. Tm = 80,25 °C
eftir synum

;“ ‘\‘
Mynd G. Tm=79,8 °C Mynd H. Tm =80,25 °C

Mynd 11: Braedslumarkskuarfu nidurstédur fyrir Igm lysozyme og ubiquitin i porsklirfum 10
0g 26 dogum eftir klak. ,,Melting temperature“(Tm) hvers gens er tilgreint vié hverja mynd.
Mynd 11A synir IgM 10 dégum eftir klak og Mynd 11B er ubiquitin til viomidunar vid
11A.Mynd 11C synir lysozyme 10 dégum eftir klak og Mynd D er ubiqutin til vidmidunar
vid 11C. Mynd 11E synir IgM 26 dogum eftir klak og Mynd 11F er ubiquitin til vidmidunar
vio 11E. Mynd 11G synir lysozyme 26 ddogum eftir klak og Mynd 11H er ubiquitin til
vidmidunar vid 11G.
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Rauntima-magnbundid PCR (real-time qPCR)

Hlutfallsleg tjaning & lysozyme i lirfum sem fodradar voru med peptidbaettum
(med styrknum 200ppm) feedudyrum virtist vera meiri en tjaning pess i lirfum
sem fodradar voru med hefdbundnum fedudyrum. Munurinn milli hdpa
reyndist pd ekki vera markteekur. Petta gilti beedi um lirfur 10 dek (p = 0,149).
0g 26 dek (p = 0,374). Sé tjaning lysozyme borin saman milli aldurshopa p.e.
10 og 26 dek hja peim hopum sem fengu peptidbzttu feedudyrin kom i 1jos ad
munurinn & tjaningu milli aldurhopanna reyndist ekki marktaekur (p = 0,365)
(mynd 12).

7,5

45

C 10 daga 26 daga

Mynd 12: Hlutfallsleg tjaning lysozyme i porsklirfum par sem hvert syni inniheldur
RNA fra 2 lirfum. Syni C synir tjAningu pess i porsklirfum sem fédradar voru med
hefobundnum faedudyrum, en sudlur merktar ,10 daga“ og ,26 daga“ eru syni Ur lirffum
sem fédradar voru med peptidbaettum (med styrknum 200ppm) faedudyrum. Synt er
medaltal og stadalfravik priggja meelinga. A Y-as sést hlutfallslegt magn tjaningar
midad vid viomidunargenid (Ubiquitin).
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Ve

Hlutfallsleg tjaning & IgM i lirfum sem fo6dradar hofdu verid med
peptiobeettum (med styrknum 200ppm) fedudyrum virtist vera mun meiri en
tjaning pess i lirfum sem hofou verid fodradar med hefdbundnum faedudyrum.
Munurinn milli hopa reyndist pd ekki vera marktaekur hvorki hja lirfum 26 dek
(p =0,960) né hja lirfum 10 dek (p = 0,945). Tjaning IgM i lirfum 10 dek virtist
einnig heldur meiri en 26 dek en munurinn var pé ekki marktaekur (p = 0,069)
(mynd 13).

4,5

3,5

25

15

1
0'5 .
0

C 10 daga 26 daga

Mynd 13: Hlutfallsleg tjaning IgM i porsklirfum par sem hvert syni inniheldur RNA fra 2
lifum. Syni C synir tjaningu pess i porsklirfum sem fédradar voru med hefdbundnum
feedudyrum, en sulur merktar ,10 daga“ og ,26 daga“eru syni Ur lifum sem fodradar
voru med peptidbaettum (med styrknum 200ppm) faedudyrum. Synt er medaltal og
stadalfravik priggja meelinga. A Y-as sést hlutfallslegt magn tjaningar midad vio
viomidunargenid (Ubiquitin).
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Umraedur

Ekki einangradist neagilegt magn RNA ur synum af stokum lirfum og méa
astaeour pess hugsanlega rekja til pess ad vid einangrun RNA reyndist erfitt ad
sja skilin milli vokvalaga (skref 6, sja vidauka I). Liklegt er ad nemandi hafi
ekki ndd ao skilja efsta lagid sem innihélt RNA fra hinum tveimur en mengun
fra hinum l6gunum getur haft ahrif @ magn og geedi einangrads RNA. Einnig
purfti i einangrunarferlinu ad veida flotio ofan af botnfalli eftir skilvindun
(skref 14, sja vidauka 1). Sokum a&fingarleysis reyndist nemanda erfitt ad veida
flotid ofan af an pess ad koma vid botnfallid og ma telja liklegt ad petta hafi
ekki alltaf tekist sem skyldi og pvi spillt gedum einangrads RNA. Onnur
skyring a pvi hve litid magn RNA fékkst geeti lika verid su ad litid magn af

RNA er i hverri og einni lirfu og minna magn eftir pvi sem lirfurnar eru minni.

Pegar 5 lirfur voru sameinadar i eitt syni &dur en einangrun RNA var
framkveemd virdist sem einangrun RNA hafi gengid mun betur Styrkur
einangrads RNA reyndist mun meiri i pessum synum sem skyrist veentanlega af
pvi ad meira magn RNA er i 5 lirfum samanborid vid eina. En skum pess ad
keyrslupléturnar hofou verid vitlaust merktar var ekki notast vid réttar plotur i
RT-gPCR hvarfinu. Med hlidsjon af télulegum gdégnum ur peirri keyrslu (sja
vidauka 1) er ljost ad petta olli skekkju i meaelingum og pvi ekki hagt ad vinna
afram med pau syni. SYBR Green sem notad var i pessa keyrslu var auk pess
atrunnid og pess vegna voru keyrd nokkur vidmidunarsyni med nyju SYBR
Green en sému rongu plétunum. Paer nidurstodur voru ekki i samraemi vid pau
gogn sem fengust ar keyrslu med sému plotum en Gtrunnu SYBR Green, pannig
ad ljést var ad nota yrdi nytt SYBR Green.

[ pridja skipti sem byrjad var & rannsokninni var unnid med syni par sem 2
lirfur h6fou verid sameinadar i hvert syni. Meta atti gaedi einangrads RNA med
bvi ad rafdraga pad a Agarose geli en vid skodun & gelinu ad rafdretti loknum

greindust einungis mjog dauf bond i gelinu.
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pott ad béndin hefdu verid dauf pa taldist liklegt ad RNA veeri til stadar i
synunum. Ekki gekk negilega vel ad koma synunum ofan i brunna gelsins og
geeti pad hafa valdid pvi hve dauf bondin voru.

Akvedid var ad halda afram med rannsoknina, og kom sidar i ljos ad geadi
RNA varu nzgilega god og ekki visbendingar um ad pad veeri mikid
nidurbrotid.

Nidurstédur meelinga & styrk RNA med Qubit® Fluorometer syndu ad RNA
var til stadar i synunum poétt ad bondin & agarose gelinu hafi verid dauf.
Nidurstddur meaelinganna syndu ad mun meira magn (hlutfallslega midad vid
fjolda lirfa i hverju syni) hafdi nadst ad einangra ur pessum synum en nadist ar

fyrri synum.

Eins og nefnt var adur pa var magn RNA i 10 daga gémlum lirfum mun legra
en hja eldri lirfum og pvi ekki haegt ad umrita sama magn RNA yfir i cDNA.
par sem tjaning markgena er alltaf borid saman vid vidmidunargenid, ubig, i
somu synum pa er talid ad haegt sé ad bera saman nidurstédur meelinga i lirfum

a pessum tveimur proskastigum.

Nidurstodur Ur pessari rannsokn syna ad fodrun lirfa med peptidbaettum (med
styrknum 200ppm) feedudyrum virtist hafa ahrif & tjaningu lysozyme en tjaning
pess maldist meiri i medhondludum lirfum samanborid vid vidmidunarhdpinn.
Tjaning lysozyme virtist lika aukast med heekkandi aldri lirfanna par sem
tjaning ensimsins reyndist meiri i lirfum 26 dogum eftir klak heldur en 10

dogum eftir klak.

Nidurstodur mealinga & IgM syndu ad tjaning pess var meiri i badum
aldurshépunum sem fodradir voru med peptidbaettum (med styrknum 200ppm)
feedudyrum samanborid vid lirfur ar vidmidunarh6pnum. Tjaning IgM var
ennfremur meiri i lirfum 10 dogum eftir klak samanborid vido 26 dégum eftir
klak og bendir pad til meiri tjaningar IgM & allra fyrstu og vidkvaemustu stigum

proskaskeids lirfanna.
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Ahugavert veari ad skoda lirfur & aldursbilinu & milli 10 og 26 daga og
somuleidis allt fra klaki til ad kanna & hvenar tjaning IgM er i hamarki i
porsklirfum. Eins og nidurstddur rannsoknarinnar syna er po erfidleikum
bundid ad na nagilegu magni RNA ar lirfunum fyrstu vikurnar eftir klak og
pvi liklegt ad erfitt reynist ad na i naegilegt magn RNA til ad greina tjaningu i
lirfum fyrstu dagana eftir klak nema péa ad sameina fleiri lirfur i hvert syni.

Pegar nidurstddur Ur pessari rannsokn voru bornar saman vid nidurstodur ar
rannsokn sem nemendur i afanga i erfdafreedi i Haskdlanum & Akureyri
framkvaemdu & vordnn 2012 par sem rannsakadar voru lirfur 44 dek kom i ljos
ad tjaning IgM hja lirfum fodrudum med peptidbaettum (med styrknum
200ppm) faedudyrum hélt afram ad lekka med hekkandi aldri lirfa. Athygli
vakti p6 ad tjaning IgM virtist minni i lirffum sem fodradar voru med
peptidbaettum fedudyrum med legri styrk (100 ppm) samanborid vid hearri
styrk (200 ppm). Af pessum nidurstédum ma draga pa alyktun ad heppilegt sé
ad audga fedudyr lirfanna med herri styrk (200ppm) af ufsapeptidum fyrstu
dagana eftir klak en jafnframt ad haetta medhondlun fyrir 26. dag eftir klak, ef
hamarka & tjaningu & IgM. Gera pyrfti rannsoknir a lirfum & aldursbilinu 11-25
daga til pess ad sja hvort tjaning IgM heldur afram ad aukast eftir dag 10 og til
ad sja a hvada degi tjaning pess fer minnkandi. Tjaning lysozyme er si sama &
degi 44 og & degi 26 hja lirfum fodrudum med peptidbaettum (med styrknum
200ppm) fedudyrum en tjaning pess vard minni ef styrkur ufsapeptida var
100ppm, lirfur fodradar med peim styrk syndu einnig minni tjaningu a

lysozyme heldur en peer lirfur sem hefdu fengid hefdbundin feedudyr.

Séu pessar nidurstddur bornar saman vid rannsdékn Eydisar Elvu Pérarinsdottur
(Relative expression of selected immune related genes in larvae of Atlantic cod
(Gadus morhua L)) sem gerd var & lirfum 2, 7, 26 og 36 dogum eftir klak, sem
foédradar voru med batibakterium kemur fram i nidurstédum pessara tveggja
rannsékna ad tjaning IgM er meiri med hakkandi aldri peirra lirfa sem
medhdndladar voru med beetibakterium, en tjaning IgM virtist fara leekkandi

eftir 10 daga aldurinn i pessari rannsokn hja peim lirfum sem medhondlud voru
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med peptidbaettum fedudyrum. Samsvorun er pod & milli pessara tveggja
rannsokna ad pvi leiti ad b&dar syna fram & ad hopurinn Ur pessari rannsokn
sem fékk peptidbeettu fedudyrin og s& hépur ur rannsokn Eydisar sem fékk
batibakteriurnar syna meiri tjaningu & IgM samanborid vid hopinn sem fékk
hefdbundin fedudyr. Ljoést ma telja midad vid nidurstddur pessara tveggja
rannsokna ad auka megi tjaningu & IgM i porsklirfum med naringarbattu fedi,
erfitt er p6 ad deema um hvort er heppilegra ad notast vid betibakteriur eda
peptidbatt feedudyr. Meira samraemi er & milli pessara rannsokna sé nidurstada
a tjaningu lysozyme skodud, i badum pessum rannséknum fer tjaning lysozyme
vaxandi med hakkandi aldri lirfanna sem fengid hofou peptidbeett feedudyr (i
pessari rannsokn) eda batibakteriur (i Eydisar rannsdkn). Einnig er samraemi
milli pessara tveggja rannsokna ad pvi leiti ad tjaning lysozyme er meiri hja
peim sem fengu pessa medhdndlun midad vid pann hop sem medhoéndladur var
a hefdbundinn hatt.

Nidurstddur pessa verkefnis samra@mast einnig nidurstddum rannsoknar (Ahrif
fiskproteinmeltu a proska porsklirfa) sem gerd var arid 2011 ar sama efnividi
0og var notadur i pessari rannsokn par sem vidvera IgM og lysozyme var
rannsakad med vefjalitun og notkun & serheféum modtefnum. bar kemur
ennfremur i ljos ad tjaning & IgM & degi 44 eftir klak var meiri og jafnari a
milli peirra lirfa sem fengid hefdu peptidbeaett feedudyr midad vid lirfur sem
fengu hefdbundin feedudyr. Pad sama gilti um tjaningu lysozyme, tjaning pess
var meiri og jafnari i lirfum 44 dégum eftir klak sem fengid h6fou peptidbaett
feedudyr samanborid vid lirfur sem fengid hofdu hefdbundin faedudyr.
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Vidauki |- Framkveemd einangrunar a
RNA

Eftirfarandi adferdarlysing er fengin ar rannsékn Eydisar Elvu Pdrarinsdottir
(Pérarinsdottir 2010).

e Synin tekin ur isskdp og latin standa & bordi i 5 minatur, 6ll
Kjarnapréteinin nd ad leysast upp.

e Glosin sett i skilvindu vido 12000 x g i 10 minatur vid 4°C til ad
fjarlegja Oleysanleg efni sem setjast & botninn & glosunum. RNA-id
vard eftir i flotinu sem var veitt ofan af botnfallinu og flutt i hreint
eppendorfglas.

e 200ul af chloroform beett i glésin med flotinu og pessu blandad vel med
pvi ad velta glosunum i 15sek.

e Glosin latin standa a bordi vid herbergishita i 10 minutur.

e Glosin sett i skilvindu i 15 minGtur vid 12000 x g og 4°C.

e Vokvinn i glasinu hafdi na adskilist i 3 mismunandi 16g og i efsta
laginu var RNA og var pad veitt ofan af og sett i nytt glas.

e 500ul af Isopropandl bett i glasid.

e Synin vortexud i 5-10sek.

e Synin latin standa a bordi vid herbergishita i 10 minatur

e Glosin sett i skilvindu i 5 minatur vid 12000 x g og 4°C en vid petta
fékkst RNA i botnlagid.

e Flotinu hent og reynt ad nd sem mestu an pess ad koma vid botnfallid.

e 1mlaf kéldu 75% etanoli sett i glasid til pess ad pvo RNA-id.

e Glosin sett i skilvindu vid 7500 x g i 5 minutur vid 4°C.

e Flotid veitt ofan af botnfallinu. Mikilveegt ad na sem mestu til pess ad

fa sem best geedi & RNA-inu.
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e Globsin sett aftur i skilvinduna i 1minatu og afgangurinn af flotinu svo
veiddur uppudr med finni pipettu.
e Glosin hofd opin & bordi i 3-5 mindtur til pess ad purrka RNA-id.
Varast purfti samt ad purrka synin ekki of mikid.
e 10x Reaction buffer pynntur til ad fa 1ml af 1xDNase | reaction buffer:
o 100ul 10xReaction buffer
o 900ul DEPC(diethylpyrocarbonate)-treated vatn
e Botnfallid leyst upp i 50pl af 1XDNase | reaction buffer. Dregid upp og
nidur i pipettunni til pess ad leysa upp botnfallid.
e 0,5ul DNAse | beett i hvert syni.
e Glosin hofo vid 37°C i 30minatur.
e Glosin hofo vid 75°C i Smindtur.
e Syni geymd i frysti vid -80°C par til maling a RNA styrk var

framkvaemd.
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Vidauki IlI. Keyrsluplotur og to6luleg
gogn

Keyrsluplotur

Keyrslupldturnar syna hvernig synum var radad a pléturnar &dur en pau voru
keyrd i PCR taekinu. OIl syni voru keyrd i pritekningu. Adeins eitt gen var
skodad i keyrslu hverrar plotu. Ubiq var keyrt med a hverri plotu og tjaning
gensins sem skoda atti var mald sem hlutfallsleg tjaning midad vid ubig.

Tafla 8: Keyrsluplata 1a. | hverjum brunni er RNA r 5 lirfum Gr hverju keri (ker C1-C3
og L1-L3) og var lirfunum safnad 10 dogum eftir klak. Syni C1-C3 eru syni lirfa sem
fédradar voru med hefdbundnum faedudyrum. Syni L1-L3 eru syni lirfa sem fédradar
voru med peptidbsettum (med styrknum 100pm) faedudyrum. Tjaning IgM var maeld og
Ubiquitin (Ubiq) keyrt med til vidmidunar. Brunnar merktir RT-IgM/RT-Ubiqg eru
neikvaedur kontréll og pau syni innihalda ekki ensim sem notad var i RTX mastermix
synanna pegar Utbuid var cDNA Brunnar merktir NTC-IgM/NTC-Ubiq eru einnig
neikvaedur kontrdll, par sem H,O var notad i stadinn fyrir cDNA.

Keyrsluplata 1a : Igm og Ubiq 10 daga lirfur

C1-IgM C1-IgM C1-IgM C2-IgM C2-1gM C2-IgM
C3-IgM C3-IgM C3-IgM L1-IgM L1-IgM L1-IgM
L2-IgM L2-1gM L2-1gM L3-1gM L3-IgM L3-1gM

NTC-lgM  |NTC-lgM  |NTC-lgM  |RT-IgM RT-IgM RT-IgM

C1-Ubig C1-Ubig C1-Ubig C2-Ubiqg  |C2-Ubig  |C2-Ubig

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

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

NTC-Ubiq |NTC-Ubiq |NTC-Ubig |RT-Ubiq  |RT-Ubig  |RT-Ubiq
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Tafla 9: Keyrsluplata 1. | hverjum brunni er RNA dr 2 liffum ar hverju keri (ker
C1-C3 og H1-H3) og var lirfum safnad 10 dégum eftir klak. Syni C1-C3 eru syni lirfa
sem fédradar voru med hefobundnum faedudyrum. Syni H1-H3 eru syni lirfa

sem foorud voru med peptidbaettum (med styrknum 100ppm) faedudyrum. Tjaning IgM
var meeld og Ubiquitin (Ubiq) keyrt med til vidmidunar. Brunnar merktir RT-IgM/RT-Ubi
eru neikveedur kontroll og pau syni innihalda ekki ensim sem notad var i RTX
mastermix synanna pegar Gtbuid var cDNA. Brunnar merktir NTC-IgM/NTC-Ubi eru
einnig neikvaedur kontroll, par sem H,O var notad i stadinn fyrir cDNA

Keyrsluplata 1: IgM og Ubiq 10 daga lirfur
Cl-IlgM Cl-IgM Cl-lgM C2-IgM C2-IgM C2-IgM
C3-IgM C3-IgM C3-IgM H1-IgM H1-IgM H1-IgM
H2-1gM H2-1gM H2-1gM H3-IgM H3-IgM H3-IgM
NTC-IgM NTC-IgM NTC-IgM RT-IgM RT-IgM RT-IgM
C1-Ubig C1-Ubiq C1-Ubiq C2-Ubiq C2-Ubiq C2-Ubiq
C3-Ubig C3-Ubig C3-Ubiq L1-Ubig L1-Ubig L1-Ubig
L2-Ubig L2-Ubig L2-Ubig L3-Ubig L3-Ubig L3-Ubiq
NTC-Ubig NTC-Ubig NTC-Ubig RT-Ubiq RT-Ubig RT-Ubig

Tafla 10: Keyrsluplata 2. | hverjum brunni er RNA dr 2 lirfum Gr hverju keri (ker C1-C3
og H1-H3) og var lirffunum safnad 26 dégum eftir klak. Syni C1-C3 eru syni lirffa sem
fédradar voru med hefdbundnum faedudyrum. Syni H1-H3 eru syni lirfa sem fodrud
voru med peptidbeettum (med styrknum 200ppm) faedudyrum. Tjaning IgM var meeld
og Ubiquitin (Ubiq) keyrt med til vidmidunar. Brunnar merktir RT-IgM/RT-Ubi eru
neikvaedur kontréll og pau syni innihalda ekki ensim sem notad var i RTX mastermix
synanna pegar Utbuid var cDNA. Brunnar merktir NTC-IgM/NTC-Ubi eru einnig
neikvaedur kontréll, par sem H,O var notad i stadinn fyrir cDNA.

Keyrsluplata 2: IgM og Ubiq 26 daga lirfur
Cl-IgM Cl-IgM Cl-IgM C2-1gM C2-1gM C2-1gM
C3-IgM C3-IgM C3-IgM H1-IgM H1-IgM H1-IgM
H2-1gM H2-1gM H2-1gM H3-1gM H3-1gM H3-1gM
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-Ubig NTC-Ubiq NTC-Ubiq RT-Ubiq  |RT-Ubiq |RT-Ubiq
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Tafla 11: Keyrsluplata 3. | hverjum brunni er RNA ar 2 lirfum Gr hverju keri (ker C1-C3
og H1-H3). Syni C1-C3 eru syni lirfa sem fodradar voru med hefébundnum
feedudyrum. Syni H1-H3 eru syni lirffa sem fédrud voru med peptidbaettum (med
styrknum 20ppm) faedudyrum. Tjaning Lysozyme (Lyso) var meeld og Ubiquitin (Ubiq)
keyrt med til vidmidunar. Brunnar merktir RT-Lyso/RT-Ubi eru neikveedur kontroll og
pau syni innihalda ekki ensim sem notad var i RTX mastermix synanna pegar Utbuid
var cDNA. Brunnar merktir NTC-Lyso/NTC-Ubi eru einnig neikveedur kontroll, par sem
H,O var notad i stadinn fyrir cDNA.

Keyrsluplata 3: Lysozyme og Ubiq 10 daga lirfur
Cl-Lyso Cl-Lyso Cl-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 4.1 hverjum brunni er RNA ar 2 lirfum r hverju keri (ker C1-C3
og H1-H3 )og var lirffum safnad 26 dégum eftir klak. Syni C1-C3 eru syni lirffa sem
fédradar voru med hefdbundnum faedudyrum. Syni H1-H3 eru syni lirfa sem fodradar
voru med peptidbsettum (med styrknum 200ppm) faedudyrum. Tjaning Lysozyme
(Lyso) var meeld og Ubiquitin (Ubiq) keyrt med til vidmidunar. Brunnar merktir RT-
Lyso/RT-Ubi eru neikvaedur kontréll og pau syni innihalda ekki ensim sem notad var i
RTX mastermix synanna pegar Utbuid var cDNA. Brunnar merktir NTC-Lyso/NTC-Ubi

eru einnig neikvaedur kontrdll, par sem H,O var notad i stadinn fyrir cDNA.

Keyrsluplata 4: Lysozyme og Ubiq 26 daga lirfur
Cl-Lyso Cl-Lyso Cl-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-Ubigq C1-Ubigq C2-Ubigq C2-Ubiq C2-Ubiq
C3-Ubiq C3-Ubiq C3-Ubigq H1-Ubiq H1-Ubiq H1-Ubiq
H2-Ubiq H2-Ubiq H2-Ubiq H3-Ubiq H3-Ubig H3-Ubiq
NTC-Ubiq NTC-Ubiq NTC-Ubiq RT-Ubiq RT-Ubiq RT-Ubiq
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Toluleg gogn

Toélulegu gognin eru pau gogn sem fast ar keyrslu platanna i RT-qPCR
hvarfinu. Gen stendur fyrir pad gen sem er verid ad mela tjdninguna & i hverri
keyrslu fyrir sig. ,,Reporter er pad flarljomunarefni sem notast var vid. ,,C;,
(cycle threshold)“  er timapunkturinn eda s& PCR hringur par sem
mognun/tvoféldun gensins hefst og er upphaf mégnunarinnar reiknad Gt fra
pessum punkti. Eftir pvi sem upphaflegur styrkur markgensins er meiri, pvi
fyrr byrjar mognunin, sem skilar sér i leegra C; gildi. | hvarfinu er notast vid
flurljomandi efni (SYBR Green) sem binst markgeninu og gefur flarljomun i
takt vid mognun afurdarinnar (Wong & Medrano, 2005). ,.Cy Mean* er
medaltalsutreikningur a synunum, p.e synin voru keyrd i pritekningu og er ,,C;

Mean ““ medaltal & premur C;gildum.
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Platal vidmidunar

Syni Gen Reporter Cr Ct 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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UBI
UBI
UBI
UBI
UBI
UBI
UBI
UBI
UBI
UBI

SYBR
SYBR
SYBR
SYBR
SYBR
SYBR
SYBR
SYBR
SYBR
SYBR

26,97322655
24,68148422
23,89975929
24,21170807
28,91475296
39,31658936
37,12740326
24,53567123
25,28745079
24,60070801

27,4887238
24,2643185
24,2643185
24,2643185
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IgM lirfa 26 dogum eftir klak og ubiquitin keyrt med til
Plata2 vidmidunar

Syni Gen Reporter Crt Ct Mean
C1 IgM SYBR 34,67462 34,74477
C1l IgM SYBR 34,83118 34,74477
C1l IgM SYBR 34,72849 34,74477
C2 IgM SYBR 32,83791 34,73301
C2 IgM SYBR 34,26917 34,73301
Cc2 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

C1l Ubiq SYBR 22,94238 23,02539
C1l SYBR 22,96811 23,02539
C1l 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 2495163
C3 Ubi SYBR 24,93826 2495163
C3 Ubi SYBR 25,21667 2495163
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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Ubi SYBR
Ubi SYBR
Ubi SYBR

26,54033
26,83409
26,58358
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Lysozyme lirfa 10 dogum eftir klak og ubiquitin keyrt med til
Plata 3 vidmidunar

Syni Gen Reporter Cr Ct 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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Lysozyme lirfa 6 dogum eftir klak og ubiquitin keyrt med
Plata 4 til vidmidunar

Syni Gen Reporter Crt Ct Mean
C1 Lysozyme SYBR 22,52983 22,40714
C1 Lysozyme SYBR 22,18146 22,40714
C1l Lysozyme SYBR 22,51012 22,40714
Cc2 Lysozyme SYBR 20,98754 20,86488
c2 Lysozyme SYBR 20,89356 20,86488
Cc2 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

syni sem innihéldu RNA 5 lirfa i hverju syni.

Notast var vid rangar plotur i keyrslu
Syni Gen Reporter Crt Ct 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  Gogn par sem notast var vid rangar keyrsluplétur og
la atrunnid SYBR Green

Syni Gen Reporter Crt Ct 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

L3

NT-
NT-
NT-
RT-
RT-
RT-

Héaskolinn & Akureyri

Ubi
Ubi
Ubi
Ubi
Ubi
Ubi
Ubi
Ubi

SYBR
SYBR
SYBR
SYBR
SYBR
SYBR
SYBR
SYBR

29,91824
30,92868
Undetermined
7,791421
Undetermined
30,58828
30,71581

Undetermined
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Vidauki Ill. Verkaeetlun

Eftirfarandi verkaztlun var gerd fyrir petta verkefni og nadist ad fylgja henni
ad mestu leiti. Tof vard pd & pvi ad nemandi keemist i ad leggja lokahond &
fragang ritgerdar sem var ekki skilad til lokayfirlesturs fyrr en 25. jandar 2013
og endanleg skil voru 7. febrdar 2013.

Verkaaetlun

13.mars 2012 - 14.mai 2012
Framkvemdartimi verklega hluta verkefnisins

20.mai 2012 - 20.juni 2012
Framkvaemd skrad i tolvu

15.4gust 2012 - 7.0kt 2012
Heimildum safnad og skrif freedikafla

30.sept. 2012
Verkaatlun skilad til umsjonarmanns

7. okt 2012 -10.n6v 2012
Unnid ur nidurstodum og umraedukafli gerdur-

12. névember 2012
Skil til leidbeinanda til lokayfirlestrar

25. névember 2012
Verkefni lokid og skilad
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Gudlaug Ro6s Palmadottir
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