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Utdrattur

Inngangur: Litfrumur (e. melanocytes) eru frumur af taugakambs ( e. neural crest) uppruna
sem framleida melanin og eru ad finna vidsvegar um likamann. Litfrumur i heilahimnum eru
litid rannsakadar. Stadsetning peirra innan heilahimnanna er ad einhverju leyti olik eftir
dyrategundum og hlutverk peirra er pekkt. I masinni hefur heilahimnulitfrumum verid lyst
groflega &dur og pa pannig ad paer sé ad finna & milli lyktarklumbu og hvelaheila eda a vid og
dreif um himnuna. I pessu verkefni var kortlogd dreifing pessara frumna, sem einkennast af
svortu melanini, i heilahimnunum mausarinnar (undirstofn C57/BL6J), algengi peirra metid a
hverjum stad fyrir sig og kannad hvort munur veri & algengi eftir aldri. Einnig var athugad
hvort paer veeru til stadar i Mitf*%® stokkbreyttum muasum.

Efniviour og adferdir: Skodadir voru heilar, hofudkdpur og heilahimnur ar 97 musum af
mismunandi aldri og arfgerd til pess ad kortleggja dreifingu litfrumnanna. Motefnalitanir &
heilum vef voru notadar til ad kanna tjaningu Mitf. Stadsetning litfrumnanna innan
heilahimnanna var skodud med H&E litun vefjasneida. Afkvaemi axlana milli Mitf'%
arfblendina musa voru skodud til ad kanna hvort villigerdar afkvemi syna samberilega
svipgerd og villigerdar musastofninn C57BL/6J sem fyrst var skodadur. PCR mdgnun 8 DNA
var notud til ad arfgreina mys ar &xlunum Mitf"®*° arfblendinna musa.

Nidurstodur og alyktanir: Litfrumur var ad finna a sex adgreindum svedum i heilahimnum
C57BL/6J musa: ofan & lyktarklumbunni (32%), nedan a lyktarklumbunni (69,5%), & milli
lyktarklumbunnar og hvelaheilans (75%), vid sjontaugina og prenndartaugina ad framanverdu
(92,5%), umhverfis  pterygopalantine- og  midheilahimnuslagedina par  sem
midheilahimnuslagadin greinist fra pterygopalantine-a&dinni (58%) og & milli hvelaheilans og
litlaheila (19,5%). Tolurnar innan sviga tdkna tidni og er medaltal af algengi & haegri og vinstri
hlid. Einnig var litfrumur ad finna i innra eyra masanna. Litfrumur var ekki ad finna a neinum
af pessum stédum § Mitf"% arfhreinum masum, sem vitad var ad mynda ekki litfrumur hidar
og mideyra og einungis & milli lyktarklumbunnar og hvelheilans (60%) og undir
lyktarklumbunni (40%) i Mitf*%* arfblendnum masum. Vefjalitanir syndu ad frumurnar var ad
finna i innanskimsbili (e. subarachnoid space). Afkvaemi Mitf%* arfblendinna misa syndu
mendeliska dreifingu og pau sem voru af villigerd héfdu litfrumur i heilahimnum i svipadri
tioni og villigerdar C57BL/6J mysnar. Vid motefnalitun & pessum frumum kom i 1jos ad
melanin gleypir 1j6sid sem notad er til a® nema mdtefnalitunina sem gerir illmogulegt ad
motefnalita paer. Pvi var métefnalitad syni ar mas med stokkbreytingu i Tyrdsinasageninu en
beaer hafa litlausar litfrumur. Su litun syndi MITF jakveedar frumur sem stadfestir ad um
litfrumur sé ad reda frekar en atfrumur med melanini. Dreifing litfrumna, vid lyktarklumbu,
heilataugar og upphaf adakerfis heilahimnanna bendir til pess ad per gegni hlutverki i
Onamissvari.
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Listi yfir skammstafanir

FBS — Fetal Bovine Serum

HMGS — Human melanocyte growth

LPS — Lipopolysaccharid

Mitf — Microopthalmia related transcription factor

NO — Nituroxid

PBS — Phosphate buffered saline

PFA — Paraformaldehyd

PVM/Ms — Perivascular resident macrophage-like melanocytes
BMP — Bone morphogenetic protein

FGFs — Fibroblast growth factors



1 Inngangur

Litfrumur eru frumur af taugakambs (e. neural crest) uppruna (Rawles, 1948) sem
framleida melanin og er ad finna vidsvegar um likamann. beim er skipt i tvo flokka a
grundvelli anatémiskrar stadsetningar i hefdbundnar og 6hefdbundnar litfrumur. Pegar peer er
ad finna i hudinni og gegna hlutverki vid ad gefa hud og har lit pa er talad um hefdbundna
gerd. Ohefdbundnar kallast peer litftumur sem finnast & vid og dreif i vefjum likamans, t.d. i
hjartanu, augum, i innra eyranu, i heilanum og i heilahimnunum (Colombo et al., 2011). Af

hinum 6hefdbundnu litfrumum er afar litid vitad um hlutverk peirra i heilahimnunum.

1.1 Eiginleikar litfrumna

I hefdbundnum litfrumum sem sja um litmyndun i hid og hari er einn mikilvagasti eiginleiki
beirra ad mynda svokalladar sortuagnir (e. melanosome), sem eru frumulifferi lik
leysikornum, sem sja um lokastig myndunar a melanini. Fullproskud sortuégn eru flutt til
enda gripla (e. Dendrite) i litfrumunum og padan yfir i adliggjandi frumur (Wasmeier et al.,
2008). Hlutverk litfrumna i hadinni hefur mikid verid rannsakad og i ljos hefur komid ad paer
hafa um margt svipada eiginleika og frumur Uttaugakerfisins (Yaar et al., 2012). Badar
frumugerdirnar deila sameiginlegan uppruna i taugakambssvedinu i fosturproska og badar tja
mikid af somu proteinunum & yfirbordi sinu og nota mikid af somu bodsameindunum, t.d.
bone morphogenetic protein (BMP) og fibroblast growth factors (FGFs). Litfrumur virdast
einnig hafa hlutverki ad gegna vardandi Onamissvorun med pvi ad vernda gegn
bakteriusykingum (Mackintosh, 2001). pa hefur verid synt fram & ad edlilegar litfrumur geta
haft atfrumu-virkni i rekt (Le Poole et al., 1993). Litfrumur seyta par ad auki mikid af
bodsameindum eins og nituroxidi (NO), katekélamini og 6nemisbodefni (e. Cytokine) sem
vidbragd vid areiti. bessar sameindir geta pa verkad & adrar frumur til deemis hvit bl6dkorn,
mastfrumur, edapelsfrumur og hadfrumur en allar pessar frumur eru med vidtaka fyrir pessar
bodsameindir.(Tsatmali et al., 2002)

1.2 Stadsetning og eiginleikar litfrumna i héfudkdpunni

1.2.1 Tinnraeyranu

Vitad hefur verid um tilvist litfrumna i innra eyra hryggdyra allt fra pvi ad Corti lysti fyrst
innra eyranu arid 1851 (Colombo et al., 2011). Peim var fyrst lyst i mdsinni arid 1970
(Theriault et al., 1970). Litfrumur er ad finna badi i kudungi og i bogagébngum. bar gegna

Iykilhlutverki vid heyrn og jafnveaegi sem sést pegar peer vanta. Einstaklingar sem pjast af
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Vogt-koyanagi-Harada‘s sjtkdomnum eru deemi um slikt. Hann er sjalfsofnaemissjukdoémur
par sem Onemiskerfid reedst & litfrumur i auganu, heilahimnunum, innra eyranu og i hadinni.
Sjuklingar sem pjast af pessum sjukdomi geta fengid heyrnarskerdingu, svima,

@dahimnubolgu i augun og tap & lit & sveedum i hud og hari (Sakata et al., 2014).

1.2.2 T heilahimnunum

Litfrumum hefur &dur verid lyst i heilahimnum ymissa hryggdyra (Barden et al., 1983;
Fetissov et al., 1999; Goldgeier et al., 1984; Markert et al., 1956; Morse et al., 1984). Peim
hefur verid stuttlega lyst i mdsinni (Barden et al., 1983; Markert et al., 1956). | Zucker-rottum
hefur litfrumum verid lyst & eftirfarandi stodum i midtaugakerfinu: & litlu sveedi i kringum
heiladingulinn og & nedri-hlidlegu yfirbordi hvelaheilans & svaedi umhverfis
midheilaslagedina (Fetissov et al., 1999). [ kéttum dreifast litfrumur i heilahimnunum
medfram slagedum i subarachnoid bilinu og fylgja péa eftirfarandi dum: anterior, middle og
posterior cerebral; anterior og posterior cerebellar og basilar slageedanna. (Morse et al., 1984).
I manninum finnast litfrumur helst hlidleegt & nedra bordi manukylfunnar med einstaka

litfrumur & dreif hér og par annars stadar & himnunni (Goldgeier et al., 1984).

1.3 Litfrumuaexli i heilahimnunum

Litfrumuaexli i heilahimnunum manna er mjog sjaldgeefur sjukdomur. Litfrumuaexli sem eiga
upptok sin i heilahimnunum (e. Primary melanocytic lesions of the meninges) ma flokka i
fjora flokka samkveemt nyjustu flokkun World Health Organisation (WHO) eda i diffuse
melanocytosis, melanocytoma, malignant melanoma og meningeal melanomatosis (Louis et
al., 2007). Alengasta afbrigdi pessara &xlisvaxta er melanocytoma en pad kemur fyrir i um

pad bil 1 af hverjum 10 milljon einstaklingum arlega (Liubinas et al., 2010).

1.4 Mitf umritunarpatturinn og Mitf stokkbreyttar mys

Til ad rannsaka tiltekid fyrirbeeri getur verid gagnlegt ad kanna hvad gerist pegar pad vantar.
pegar kemur ad litfrumum pa er ein stokkbreyting sem veldur pvi ad litfrumur vantar en pad
er stokkbreyting i microphthalmia associated transcription factor geninu eda Mitf. Mitf er
umritunarpattur sem er tjadur i ymsum vefjum likamans. Proteinid tilheyrir basic helix-loop-
helix leucine zipper fjolskyldunni. Til eru margar stokkbreytingar i pessum umritunarpeetti.
Tiltekin stokkbreyting i pessu geni sem kallast vga9 er nall stokkbreyting sem veldur pvi ad

fvga9/vga9

umritunarpatturinn ovirkjast. Svipgerd pessara misa ma sja a mynd 1. Mit mys eru

litlausar, heyrnarlausar, augnlausar og eru med minnkad magn mastfrumna. Hins vegar er
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ekki haegt ad greina atlitsmun & villigerdar mus og mas sem er arfblendin med tilliti til vga9

stokkbreytingarinnar nema med pvi ad arfgreina mysnar.

Mynd 1 Svipgerd C57BL6/J og Mitf*®¥'%° musa

Vinstra megin & myndinni ma sja svipgerd C57BL6/J musar en han er svort med augu af
venulegri steerd. mynd: http://jaxmice.jax.org/strain/000664.html Haegra megin méa sidan sja
svipgerd Mitf™™ musar en svipgerd hennar svipar til svipgerdar Mitf‘®¥%° misar en per
eru algjorlega litlausar og pvi hvitar. Mysnar eru smaeygdar og eru augun i rauninni varla til
stadar og mysnar pvi blindar. Ljésmynd: Eirikur Steingrimsson.

2 Markmid

Markmid pessa verkefnis var ad skilgreina stadsetningu litfrumna i heilahimnum C57BL6
musa og kanna nénar eiginleika peirra. Breytileikinn i dreifingu peirra var skodadur og hvort
litfrumurnar var ad finna i Mitf stokkbreyttum muasum sem almennt hafa ekki litfrumur
(Hodgkinson et al., 1993). Athugad var hvort pad sé mismunur i dreifingu & litfrumum i
heilahimnunum eftir aldri i villigerdarmdsum. Einnig var kannad i hvada lagi heilahimnanna
bessar frumur eru og hvort peer tjai Mitf. P& var einnig kannad hvort unnt sé ad reekta pessar

litfrumur.

3 Efniog adferdir:
3.1 Lausnir

3.1.1 Fyrir synasofnun og krufningu
4% PFA (paraformaldehyd)

PFA var utbuid ferskt fyrir krufningu. 4% (w/v) PFA dufti var blandad ut i eimad vatn eda
PBS og hitad i 6rbylgjuofni i vel lokadri flosku i 4X20 sek (eda pangad til ad lausnin vard
teer) og svo hitad i 20 sek i vidbat.
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PBS (phosphate buffered saline)
1X PBS var uthdid fra 10X lausn sem innihélt eftirfarandi:
Fyrir 1 liter af 10X lausn:
NaCl —80g (1,37 M)
KCI—2g (27 mM)
KH,PO4 - 2,7g (20 mM)
Na,HPO, — 14,2g (100 mM)
Til ad utbda 1X PBS var 10X lausn pynnt i eimudu vatni i hlutféllunum 1:10.
Formalin til fixeringar

Formalin til fixeringar & vef var pynnt ut fra 35% stokklausn fra Apotekproduksjon AS Oslo.

Pad var pynnt i eimudu vatni i hlutféllunum 1:9.

3.1.2 Fyrir motefnalitanir
Blokking buffer

Blokking buffer var blandadur ferskur fyrir hverja motefnalitun. Bufferinn innihélt:

PBS

5% NGS

0,1% Triton X 100 (0,3% var notad fyrir wholemount vef)

Primary antibody buffer

Primary antibody buffer samanstendur af blokking buffer &n Triton X og primary métefni.
Primary antibody buffer var notadur 1-3 sinnum eftir blondun og geymdur frosinn pess a
milli.

Secondary antibody buffer

secondary antibody buffer samanstendur af blokking buffer an Triton X med secondary
motefni og TO-PRO-3. Secondary antibody buffer var notadur 1-3 sinnum eftir bléndun og

frosinn pess a milli.

3.1.3 Fyrir rektun litfrumna
Litfrumueeti

Litfrumueeti kallast medium 254 CF og er pad sérhaft frumuaeti sem notad er almennt til
reektunar a litfrumum Gr mannahad. Atid var keypt fra gibco og var beett Ut i pad eftirfarandi

baetiefnum:
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Magnid tilgreint hér midast vio 100ml.

Medium 254CF — 88,8ml

FBS — 10ml

HMGS - 1ml

500X Gentamicin/amphoteracinB (Gibco) — 200ul
0,2M CaCl — 100pl

DPBS an Ca og Mg (Gibco)
Sterilt DPBS &n Ca og Mg var utbhid med pvi ad pynna 10x PBS stokklausn fra Gibco

3.2 Mys
Musastofnar sem notadir voru vid pessa rannsékn voru fjérar, C57BL6/J villigerd eda wild
type (W), arfblendnar Mitf'%*  arfhreinar Mitf'©%V%° og B6-TYR“?/J mys.

3.2.1 Vidhald stofna

Musastofnunum var vidhaldid med eftirfarandi hetti: Villigerdarmisum var haldid vid med
bvi ad &xla saman systkinum, stokkbreyttu masunum var hinsvegar haldid vid med pvi ad
&xla saman arfblendnum karldyrum vid arfhrein kvendyr og pvi baru 6ll afkvemi peirra
Mitf*% stokkbreytinguna annad hvort i arfblendu eda arfhreinu &standi. B6-TYR“%/J misum

var haldid vid med pvi axla systkinum.

3.3 Smasjar

3.3.1 Vidsja, fasacontrast- og ljéssmasja

Smasjarnar sem notadar voru vid pessa rannsokn voru eftirfarandi: Leica mz10f vidsja vid
skodun & synum og toku & myndum af litfrumum i heilahimnunum i heilum vef. Leica DMI
3000B fasacontrast smasja vid toku a myndum af frumum i reekt. Leica DBLB ljossmasja vid
toku & myndum af litfrumum i H&E litudum synum. Pegar pessar smasjar voru notadar var

notast i 6llum tilfellum vid sému myndavél, Leica DFC310 FX.

3.3.2 Confocal smasjar
Vid framkvemd voru notadar eftirfarandi confocal smasjar:

Zeiss LSM 5 PASCAL

Olympus FluoView
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3.4 Einangrun og skodun & heila og heilahimnum

3.4.1 Einangrun & hofdi og skodun litfrumna ofan a lyktarklumbu og litlaheila.

Eftir ad masum hafdi verid fornad og peer vigtadar, var hausinn klipptur af. Hudin var pa
fjarlegd med pvi ad klippa i gegnum hana frd hnakka og fram & nef og sidan notadur
skurdarhnifur til ad losa hana fra kupunni. Hér reyndist gott ad setja hausinn i 4% PFA
fixeringu annad hvort yfir nott vid 4°C eda vid herbergishita i 2 klukkustundir ef heilinn var
tekinn med, eda i 15 mindtur ef einungis var verid ad skoda kupubotninn og buid var ad
fjarlegja heilann. Adur en farid var i nastu skref var hausinn skoladur 3x i PBS. Restin af
krufningunni var sidan framkveemd i PBS. Toppurinn & kdpunni var losadur varlega af med
pinsettum, smatt og smatt i einu eda i heilu lagi. Pad gat reynst erfitt ad halda heilahimnunum
heilum ef kiputoppurinn var tekinn af i heilu lagi. Betra var ad plokka kaputoppinn varlega af
ef tilgangurinn var ad lata heilahimnunar sitja eftir a heilanum. P& var haegt ad nyta tekiferid
og skoda litfrumurnar ofan & lyktarklumbunni og & litlaheilanum sem sjast greinilega i vidsja,

séu peer til stadar.

3.4.2 Heilinn fjarleegdur og litfrumur undir heila og i kipubotni skodadar

Til ad fjarleegja heilann parf ad vikka 6gn kupuna med pvi ad gripa i hofudkipuna sitt hvoru
megin vid heilann med pinsettum og toga i sundur. P& var spada eda 6oru flétu og punnu
ahaldi komid fyrir & milli heilans og héfudkupunnar og heilanum varlega lyft upp ar. Hér
burfti ad skrapa létt sveedid & milli lyktarklumbunnar og héfudkdpunnar fremst til ad unnt
veeri ad né heilanum alveg upp ar. Pegar heilinn var ordinn laus var hagt ad skoda hann ad
nedanverdu til ad skoda litfrumur undir lyktarklumbunni. ba var ad lokum haegt ad skoda paer

litfrumur sem finna ma i kapubotninum.

3.4.3 Skodun & litfrumum innra eyrans
Til ad skooda litfrumur i innra eyranu var klippt i gegnum héfudkdpuna eftir peim linum sem

sjast & mynd 2.

fvg a9/+

3.5 Skodun & afkveemum ur Mit aexlunum

3.5.1 Gangsetning raektunar, vidhald og skipting
Til ad fa betri viomid var Mitf"® arfblendnum karldyrum @xlad vid Mitf*% arfblendin
kvendyr. Eftir ad kvendyrin gutu afkveemum sinum var ungunum skipt i sér bar eftir 21 dag

og pau arfgreind med PCR adferad.
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3.5.2 Skodun a litfrumum
Litfrumurnar um pterygoidpalantine-adina voru skodadar i vidsja strax eftir ad masunum var

fornad. I sidari tilrauninni voru hausar fixeradir yfir nétt og skodadir eins og lyst er ad ofan.

3.5.3 Arfgreining med PCR
Til ad akvarda arfgerd peirra musa sem ekki var haegt ad arfgreina Ut fra haralit var notud
polymerase chain reaction eda PCR til ad magna upp sva&did sem svarar til Mitf'%®
stokkbreytingarinnar. Notast var vid primera sem kallast VGA9 FOR og MITF REV sem lyst
var i grein (Bauer et al., 2009).

3.6 Motefnalitanir

3.6.1 Adfero
Vid moétefnalitun vefjasyna var notud eftirfarandi adferd:

e Synin voru annad hvort fost & synagleri til ad byrja med eda fljétandi i PBS
e Syni pvegid prisvar sinnum i PBS i 5 minGtur i hvert sinn.

e Ppegar Mitf i kjarna var litad var fixerad aukalega med 1:1 metandl:acetone vid -20° i

15 minatur.
e Syni blokkad i 20-60 min i blokking buffer.

e Blokking buffer tekinn af og primary antibody buffer settur a i 60-120 minatur vid
herbergishita eda yfir nott i keeli vid 4°.

e Syni pvegid prisvar i PBS i 5 minutur i hvert sinn.

e Secondary antibody buffer settur & i 45-90 minatur vid herbergishita (ATH secondary

motefni eru ljosnaem og pvi parf petta skref og skrefin hér & eftir ad vera framkveemd

pannig ad synid sé varid gegn ljosi eins og unnt er.
e Syni pvegid prisvar sinnum i PBS i 5 minatur i hvert sinn.

e Syni loftpurkad og 1 dropi af prolong gold(Molecular Probes) settur & synid og
pekjugler par ofan a. Ad lokum var synum leyft ad porna og hardna en unnt er ad
skoda synid fljotlega eftir ad pekjugler er komid & en pad tekur 24 tima ad hardna ad
fullu vid herbergishita.

3.6.2 Mbtefni notud
Notud voru eftirfarandi métefni:
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Tafla 1 Primary matefni

Heiti motefnis Framleidandi Voérunamer Tegund Pynning
motefnis
CD-31 Dako M0823 Mouse IgG1 1:100
1d-1 Santa Cruz SC- 488 Rabbit 1:100
biotechnology
Cell
MITF(D5G7V) Signaling 12590 Rabbit mAB 1:1000
technology
MITF(6A5) Gloffra Mouse 1:1000
Heinz Arnheiter
Tafla 2 Secondary métefni
Heiti framleidandi VOrunumer Uppruna-  Tegund Litur Pynning
motefnis lifvera motefnis
Alexa Invitrogen Al11001 Goat Anti Greenn 1:1000
Fluor 488 mouse 1gG
(H+L)
Alexa Invitrogen A21121 Goat Anti Greaenn 1:1000
Fluor 488 mouse
19G1 (v1)
Alexa Invitrogen A11010 Goat Anti rabbit Raudur 1:1000
Fluor 546 19G (H+L)
Tafla 3 Kjarnalitur
Heiti Framleidandi Vérunumer Litur Pynning
TO-PRO-3 Invitrogen T3605 Blar 1:500
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3.7 Rektun litfrumna Ur heilahimnum

3.7.1 Collagen hadun a raektunarilatum
Poly-D-lysine(0,1 mg/ml) sett i reektunarilatio og passad ad pad peki allan botninn.

pad latid sitja i lagskiptu flaediloftsskyli (e. Laminar flow hood) i eina klukkustund.
(14ti® var skolad 3x med DPBS (gibco).

DPBS var pa sogad af og collagenlausn pynnt 1:40 beett Ut &.

(14ti® var pa latid sitja i frumureaektunarskap vid 37°C i ad minnsta kosti tveer
Klukkustundir.

(14ti® var skolad aftur 3x med DPBS (Gibco).

par naest var frumum batt Gt & diskinn.

3.7.2  Fyrstu tilraunir til reektunar

Vid proun adferdar til reektunar a litfrumum var byggt & fyrri adferdarlysingu frd& Neng et
al.(Neng et al., 2013). peir h6fdu notad adferd sina til reektunar & frumum ar innra eyranu og
ba sérstaklega perivascular resident macrophage-like melanocytes (PVM/Ms). bar sem
litfrumurnar voru einangradar fra 6dru sveedi voru gerdar nokkrar lagferingar og var adferdin

sem notud var eftirfarandi:

Hér var notast vid steril verkferi og lausnir. Musum férnad og peer vigtadar. Hausinn
fjarleegdur og hadin fjarleegd. Kaputoppurinn var pa fjarlegdur og litfrumur einangradar a
milli lyktarklumbu og hvelaheilans og umhverfis pterygopalantine-a&dina i villigerd og & milli

lyktarklumbu og hvelaheila dr Mitf/%%*

0g peer settar i sér brunna i 24 holu bakka med 200pl
af koldu DPBS &ti (Gibco). Bakkinn var geymdur & is @ medan ad & krufningu st6d. Pa var
farid med 24 holu bakkann i lagskipt fleediloftsskyli. bar var vefurinn faerdur yfir & petridisk
ar gleri med p1000 pipettu og sem minnstur vokvi latinn fylgja med. I petridiskinum var
vefurinn hakkadur med pvi ad nota tvo skurdhnifa. Pegar vefurinn var ekki lengur synilegur
var hann leystur upp i litfrumueti og pvi dreift um diskinn med pvi ad halla diskinum og
sprauta efst a diskinn og safna nedst a honum. Petta var endurtekid nokkrum sinnum til ad na
Ollum frumunum. Frumublondunni var pa safnad i 15 ml tabu (BD falcon) og frumunum
snaid nidur i skilvindu i 3 minatur vid 2000rpm (440 RCF). bar a eftir var &tid sogad ofan af
og frumukdggulinn leystur upp i 2,5 ml eti og pvi dreift a 35mm reaektunar disk sem buid var
ad kollagenhuda samkvaemt adferdinni hér ad ofan. P& voru frumurnar skodadar undir
fasakontrastsmasja til ad stadfesta ad frumur veeru til stadar og ad per veeru ekki of péttar.

Sidan var frumunum leyft ad setjast a botninn a reektunardisknum i tvo sélarhringa adur en
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peir voru skodadir aftur. Frumunum var vidhaldid med pvi ad baeta vid 100ul af eti Gt & annan
hvern dag.

4 Nidurstoour

4.1 Stadsetning litfrumna i heilahimnunum

Til ad fa g6da hugmynd um stadsetningu litfrumna og breytileikann i dreifingu peirra i heilum
misa voru skodadar 97 mys (45 af villigerd, 25 Mitf*®*/+ arfblendnar mys og 27 Mitf'%*
arfhreinar mys) af ymsum aldri (0.5-19 manada). | masum af villigerd kom i 1jés eftirfarandi

dreifing & litfrumum sem synd er & teikningunni & mynd 2:

1. A milli lyktarklumbu og hvelaheila (lyst af (Markert et al., 1956))
2. Ofan & lyktarklumbunni

3. Undir lyktarklumbunni
4

[ kringum pterygopalantine- og midheilahimnuslagaedina par  sem
midheilahimnuslagadin greinist fra pterygopalantine-gdinni (skv.lysingunni &
bessari @&d i rottunni hja (Paxinos, 2004)) sitthvoru megin hlidlegt vid
prenndartaugahnodid

I kringum sjontaugina og prenndartaugina ad framanverdu

6. A milli litlaheila og hvelaheila

[ innra eyranu sitthvoru megin (lyst af (Theriault et al., 1970))

Mynd 2 Teikning sem synir stadsetningu litfrumna i heila musa:

A) Myndin synir kiputoppinn eftir ad hann er fjarleegdur en pa ma oft sja litfrumur. B) Synir
ofan & heilann par sem ma oft finna litfrumur ofan a lykarklumbunni (fremst & heilanum) og
a milli hvela og litla heila. C) Mynd par sem horft er nedan & heilann par sem litfrumur er ad
finna undir lyktarklumbunni. D) Synir paer litfrumur sem sjast eftir ad heilinn hefur verid
fjarleegour. peer liggja um pterygoidpalantine-slagaedina par sem han greinist yfir i
midheilahimnuslagadina hlidlagt vio prenndartaugahnodid sitthvoru megin i kapunni og
framarlega i kipunni umhverfis sjon- og prenndartaugina. Nedst & myndinni lengst til haegri
eru tveer linur sem takna hvar klippt er til ad sja litfrumurnar i innra eyranu.

19



4.1.1 Breytileiki i dreifingu litfrumna i kGpubotni

Til ad kanna algengi litfrumna i kdpubotni voru 97 mys (45 villigerdar, 25 Mitf'%*
arfblendnar og 27 Mitf*%® arfhreinar mys) skodadar og athugad & hvada fyrrgreindu stodum {
kdpubotninum litfrumur veeri ad finna. Nidurstédurnar ur peirri skodun ma sja i t6flu 4. Daemi
um (tlit og stadsetningu pessara frumna ma sja & mynd 3.

A

O

Villigerd Mitfvaao/+ M itfvoa9/vga

Villigerd Mitfvoad/+ Mitfvoad/vgad

Mynd 3 Litfrumur i kipubotni musa.

A) Vinstra megin sjast litfrumur sem liggja um pterygopalantine-@dina hlidlegt vid
prenndartaugahnodid i villigerdarmas (6rin). I midjunni sést samberilegt svaedi i kipubotni
Mitf*®¥"* masar og haegra megin er ad lokum arfhrein Mitf*®9*%° mgs. B) Lengst til vinstri
ma sja mynd sem synir litfrumur fremst i kdpunni par sem sjontaugina er gjarnan ad finna
(efri 6rin) og einnig undir prenndartauginni (nedri 6rin). Skalinn taknar 1 mm.
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Tafla 4 Tioni litfrumna i heilahimnum i kiipubotni og innra eyra musa.

Taflan synir fjolda peirra mésa par sem litfrumur var ad finna & hverju svadi fyrir sig. |
sviga er hlutfall (présenta) af heildarfjolda musa af peirri arfgerd sem er med litfrumur &
vidkomandi svaedi. NA taknar fjélda tilvika par sem ekki var haegt ad skoda litfrumurnar &
pvi sveedi vegna pess ad buid var ad kryfja pad i burtu og var pad ekki talid med i hlutfallinu.

Vio Vio
Vinstra o sjontaug sjontaug _ Heegra
Arfgerd _ Vinstri &0 _ Hegried
innra eyra vinstra haegra innra eyra
megin megin
Villi gero 44 (1NA, 43 (2NA,
27 (60%) 43 (96%) 40 (89%) 25 (56%)
(n=45) 100%) 100%)
Mitf'92%/+ 23 (2NA, 24 (INA,
0 (0%) 0 (0%) 2 (8%) 0 (0%)
(n=25) 100%) 100%)
Mitf'ee/
Mitf*9 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
(n=27)

4.1.2 Litfrumur & heilanum
4.1.2.1 Litfrumur ofan & lyktarklumbunni og & milli lyktarklumbu og hvelaheila
betta sveedi var skodad i 28 villigerdar, 12 Mitf*®* arfblendnum og 12 Mitf*®arfhreinum

musum. ba var kannad hvort litfrumurnar vaeru vinstra, haegra eda badum megin i heilanum

og hvort peer veeru & milli lyktarklumbu og hvelaheila. Deemi um Gtlit og stadsetningu pessara

frumna mé sja & mynd 4. Nidurstdour pessara athugana ma sja i toflu 5.
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Villigerd

Vllllger6 Mitfvead/+ Mitfvead/vgad

Mynd 4 Litfrumur & lyktarklumbunni og & milli lyktarklumbu og hvelaheila.

A) Litfrumur ofan & lyktarklumbunni { villigerd, Mitf*®%* og Mitf**¥*% misum. B)
Litfrumur & milli lyktarklumbu og hvelaheila { villigerd, Mitf*®** og Mitf*®*"%*°® mgsum
Orvar benda & litfrumurnar. Skalinn taknar 1 mm.

4.1.2.2 Litfrumur a milli litlaheila og hvelaheila

Litfrumurnar & milli litlaheila og hvelaheila voru skodadar i sému muasum og lyst er i kafla
4.1.2.1. b4 var kannad hvort litfrumurnar veeru vinstra, hagra eda badum megin a milli
litlaheila og hvelaheila. pessar frumur voru yfirleitt faar og virtust vera einskordadar vid

transverse sinus utarlega i heilahimnunni. Nidurstodur pessara athugana ma sja i toflu 2.

4.1.2.3 Litfrumur undir lyktarklumbunni

Litfrumurnar undir lyktarklumbunni voru skodadar i sému musum og lyst er i kafla 4.1.2.1.
Litfrumurnar eru ad finna undir lyktarklumbunni eins og synt er a mynd 5 hér ad nedan. peer
var ymist ad finna hagra eda vinstra megin undir lyktarklumbunni og oft var taumur af

frumur sem leiddi i att ad svaedinu & milli lyktarklumbu og hvelaheila.
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.

Villigerd Mitfvoao+ Mitf'gad/vga

e

Mynd 5 Litfrumur undir lyktarklumbunni

A myndinni ma sjé litfrumur undir lyktarklumbunni hja villigerd, Mitf"@* og Mitf'eve
musum.

Tafla 5 Tidni litfrumna i heilahimnum umhverfis heilann.

Taflan synir fjolda masa sem héfou litfrumur & hverju svaedi fyrir sig. [ sviga er hlutfall af
heildarfjélda musa af peirri arfgerd sem er med litfrumur 4 vidkomandi svaedi sem prdsentur.

Vinstra megin Vinstra megin  Vinstra megin A milli Hegra megin ~ Haegra megin Heaegra megin
Arfgerd milli litlaheila ofan & undir lyktarklumbu og undir ofan & milli litlaheila
og hvelaheila lyktarklumbu lyktarklumbu hvelaheila lyktarklumbu lyktarklumbu og hvelaheila
Villigerd
(n=28) 4 (14%) 8 (29%) 21 (75%) 21 (75%) 18 (64%) 10 (36%) 7 (25%)
n=
Mitfvga9/+
0 (0%) 0 (0%) 5 (42%) 5(42%) 2 (17%) 0 (0%) 0 (0%)
(n=12)
M itfvgaglvgaQ
(n=12) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
n=

4.2 Dreifing litfrumna eftir aldri

Til ad kanna hvort munur sé & dreifingu eftir aldri voru 45 villigerdarmys a aldrinum 0.5 til 19
méanada skodadar og peim skipt i prja hopa eftir aldri: ungar, fullordnar og gamlar. Ungar mys
voru pa paer sem voru yngri en tveggja manada, fullordnar & bilinu tveggja til atta manada og

gamlar voru eldri en atta manada. Nidurstodur pessarar skodunar ma sja i téflum 6 og 7.
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Tafla 6 Dreifing litfrumna i klipubotni eftir aldri

Taflan synir dreifingu litfrumna i kpubotni villigerdarmusa eftir aldri. Ungar mys eru yngri
en tveggja manada, fullordnar & bilinu tveggja til tta manada og gamlar voru eldri en atta
méanada. NA taknar ad ekki var unnt ad skoda tiltekid svaedi i pvi syni vegna pess ad pad hafi
verid krufid i burtu i annari tilraun. Pau gildi eru ekki tekin med inn i medaltalid.

Vinstra innra . Vid sjéntaug vinstra Vid sjéntaug haegra . Heegra innra
Aldur Vinstri &0 ) . Haegri &0
eyra megin megin eyra
Ungar (n=15) 15 (100%) 8 (53%) 15 (100%) 15 (100%) 9 (60%) 15 (100%)
Fullordnar(n=15) 14(1 NA; 100%) 9 (60%) 15 (100%) 14 (93%) 7 (47%) 13 (2 NA; 100%)
Gamlar (n=15) 15 (100%) 10 (67%) 13 (87%) 11 (73%) 9 (60%) 15 (100%)

Tafla 7 Dreifing litfrumna i heilahimunum eftir aldri

Taflan synir dreifingu litfrumna i heilahimnunum skipt eftir aldri. Ungar mys eru yngri en
tveggja manada, fullordnar & bilinu tveggja til atta manada og gamlar voru eldri en atta
manada gamlar.

Vinstra megin Vinstra megin Vinstra megin A milli Haegra megin Haegra megin Heegra megin

Aldur milli litlaheila ofan & undir lyktarklumbu undir ofan & milli litlaheila

og hvelaheila lyktarklumbu lyktarklumbu og hvelaheila lyktarklumbu lyktarklumbu og hvelaheila
Ungar (n=11) 0 (0%) 4 (36%) 7 (64%) 9 (82%) 6 (55%) 6 (55%) 2 (18%)
Fullordnar(n=9) 0 (0%) 2 (22%) 7 (78%) 5 (56%) 4 (44%) 2(22%) 3(33%)
Gamlar (n=8) 4 (50%) 1(13%) 7 (88%) 7 (88%) 8 (100%) 2(25%) 2 (25%)

4.3 Stadsetning litfrumna innan heilahimnanna.

Til ad kanna hvada lagi heilahimnanna litfrumurnar tilheyra voru syni af kupubotni par sem
heilinn hafdi verid fjarleegdur steypt i parafin, sneidd og litud med H&E litun (gert &
Keldum). Vid skodun i Iljossméasja sast ad litfrumurnar var ad finna umhverfis

pterygoidpalantine-slagaedina og stadsettar inni i arachnoid laginu eins og sja ma & mynd 6.
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Mynd 6 H&E litad syni af litfrumum umhverfis midheilahimnuslagaedina

Myndin synir pverskurd af pterygopalantine-slagedinni i kapubotni musar i 40x stekkun.
Tilgreint er & myndinni hvor hlid snyr ad héfudkdpunni og hvor snyr ad heilanum. Orvarnar
benda a litfrumurnar umhverfis &dina. Skalinn tdknar 100um.

4.4 Moétefnalitanir & litfrumum i heilahimnunum

4.4.1 Métefnalitun a sveedi umhverfis &d

4.4.1.1 Métefnalitun med Mitf(D5G7V) og CD31

Svadid umhverfis @dina med litfrumum var einangrad og motefnalitad samkveaemt adferdinni
sem lyst var i kafla 3.6.1. Synid var skodad i confocal smasja og myndir teknar. Myndir vid
20x steekkun syndu ad pad virtist hvorki vera kjarnalitun né nokkur onnur litun & peim
sveedum par sem litfrumurnar er ad finna samkvaemt skodun i vidsja. Vid vitum pvi ekki hvort
litunin mistokst eda hvort engar litfrumur sé raunverulega ad finna a pessu svadi. Nidurstada
pessarar litunar ma sja i mynd 7.
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Mynd 7 Mdtefnalitun med Mitf(D5G7V) og CD31

Myndin synir pterygopalantine-slagedina i heilahimnunni eftir motefnalitun med Mitf
(D5G7V) métefni til pess ad merkja litfrumurnar, paer eiga ad vera raudar og CD31 sem
merkir adapelsfrumur (graent). Dokk svaedi sem virdast ekki hafa litast eru liklega vegna
melanins. bessi dokku svaedi samsvara svaedi par sem litfrumur var ad sja i vidsja.

4.4.1.2 Métefnalitun med Mitf(6A5) og Id-1

Til ad préfa hvort ad asteeda pess ad ekkert sast & dokku svaedunum, lyst i kafla 4.2.1.1, var
vegna pess ad motefnin veeru ekki ad virka var svaedid umhverfis &dina einangrad eins og
gert var ad ofan og litad med adferdinni sem lyst er i kafla 3.6.1. Mdtefnin sem notud voru i
pessu tilfelli voru Mitf (6A5) sem er musamotefni sem binst vid C enda Mitf proteinsins og
Id-1 sem er kaninumotefni sem & ad merkja forvera &dapelsfrumna. Synid var skodad i
confocal smasja og mynd tekin (mynd 8). Med pvi ad skoda i smasjanni i gegnum Dapi siu
bar sem synid er 6rvad med utfjélublau ljési pa saust dokku melaninsvaedin greinilega i
syninu. Afram var ekki hagt ad bera kennsl & neina métefnalitun innan slikra svaeda. begar
reynt var ad skoda synid vid meiri steekkun i Zeiss LSM 5 PASCAL confocal sméasjanni kom i
lj6s ad linsan endadi ekki a sama stad i syninu pegar skipt var yfir i linsu med meiri steekkun,
betta gerdi pad ad verkum ad ekki var unnt ad vera viss um hvort pad veeri verid ad skoda
sama dokka svaedid a milli steekkanna. Pad virtust po vera einhver dokk svaedi med daufari

kjarnalitun sem geeti pa mogulega verid kjarnar litfrumna.
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Mynd 8 Métefnalitun & pterygopalantine-aedinni med Mitf (6A5) og 1d-1

Myndin synir pterygopalantine-edina. Métefnalitada med Mitf (6A5) til ad merkja litfrumur
og Id-1 sem merkir forverafrumur @dapelsfrumna. A myndinni sjast dokk sveedi par sem
litfrumurnar eru ad finna samkvamt skodun i vidsja. A peim svaedum sést engin litun med
Mitf.

4.4.1.3 Skodun a syni métefnalitudu med Mitf(D5G7V) og CD31 i Olympus Fluoveiw
confocal smasja

par sem ekki var haegt ad skoda dokku sveedin vid meiri stekkun i Zeiss confocalsméasjanni
var gripid til pess rads ad skoda synin aftur i Olympus FluoView confocal par sem audveldara
var ad skoda sveedi 0g vera viss um ad um sama svaedi vaeri ad reeda & milli stekkana. begar
synid ur 4.4.1.1 var skodad i FluoView smasjanni fékkst eftirfarandi mynd (mynd 9) sem
synir dokkt svaedi vegna melanins sem er med prja kjarna innan pess. beir eru po greinilega

daufari en kjarnar utan melanins.
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Mynd 9 Métefnalitun med Mitf(D5G7V) og CD31

Myndir af dokku svedi sem liklega er vegna melanins i sama syni og i mynd 7 vid 60X
steekkun. Innan dokka sveaedisins ma sja prja kjarna litada med TO-PRO-3 en litunin er dauf.

45 Moétefnalitun & svadi umhverfis &d i B6(Cg)-Tyr®*/J mus.

Fyrri litanir syna ad erfitt er ad motefnalita melanocytur i heilahimnum vegna pess ad
melaninid gleypir flirljémunina. bvi var akvedid ad lita pess f stad litfrumurnar i B6-Tyr*?/J
musum. bessar mys hafa litfrumur en tja ekki tyrésinasageninu Tyr sem naudsynlegur er til

pess ad mynda sjalft melaninid.

4.5.1.1 Métefnalitun med Mitf(D5G7V) og CD31

Svadid umhverfis pterygopalantine-slagedina var einangrad og métefnalitad med adferdinni
sem lyst er i kafla 3.6.1 med Mitf (D5G7V) og CD31 motefnum og sidan skodad i Olympus
FluoView confocal smasja. Tekid var z-stack i kringum pterygopalantine-adina par sem prjar
frumur saust sem voru jakvedar fyrir Mitf. Petta ma sja 8 myndum 10 og 11.

28



Mynd 10 prividdarmynd af Mitf jdAkveedum frumum umhverfis pterygopalantine-
slagaedina.

prividdarmynd sem synir pterygopalantine-zdina med premur frumum sem eru Mitf
jakveedar. Synid var motefnalitad med CD31 (grant), Mitf (D5G7V) (rautt), og TO-PRO-3
(blatt). Eins og sja ma samlitast Mitf med TO-PRO-3 kjarnalitnum sem bendir til pess ad
Mitf sé inn i kjarnanum.

Mynd 11 bverskurdir af prividdarmynd af pteyrigopalantine-slagaedinni med Mitf
jakvaedar frumur umhverfis.

Myndin synir pverskurd i gegnum myndina sem synd er & mynd 10. Myndin synir ad
stadsetning Mitf jakvaedu frumanna er samberileg og stadsetning litfrumnanna sem sést i
H&E lituninni.
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4.6 Litfrumur { afkveemum fra Mitf**** foreldrum

Hér ad ofan hefur var notast vid C57BL/6J mys til samanburdar vid arfhreinar og arfblendnar
Mitf'%® mys. Til ad Gtiloka ad litfrumurnar sem skodadar hafa verid séu einungis til stadar
C57BL/6J musastofninum var Mitf'%* misum eaxlad innbyrdis til ad athuga hvort sama
mynstur seist med beinum samanburdi systkina, en per eru einnig af C57BL/6J undirstofni.
Afkvemum pessara @xlana var fornad vid 2.5 ménada aldur annars vegar og & bilinu 1-2

manada aldurs hinsvegar.

4.6.1 Grof skodun til ad athuga hvort frumurnar sjaist i villigerdarmuisunum

Litfrumur voru skodadar um leid og masunum var fornad. par litfrumur sem voru umhverfis
@dina i kupubotni voru skodadar sérstaklega par sem per voru stersti hopur litfruma sem
einungis var ad finna i villigerdarmusum og pvi audvelt ad bera kennsl a paer. Skodud voru 12
afkvami. Haralitur benti til ad prjar masanna tr @xluninni veeru arfhreinar Mitf'%V% mys,
Pvi voru niu mys sem annad hvort voru arfhreinar villigerd C57/BL6 eda arfblendnar
Mitf“%* Af pessum niu misum voru tvaer mys sem voru med litfrumur i kipubotninum syni

S1 o0g S12, samanber t6flu 10 i vidauka.

4.6.2 Itarlegri skodun til ad kanna hvort ad tidni litfrumna sé sambeerileg i afkveemum
Mitf%* foreldra.

[ petta sinn var hausunum safnad og peir fixeradir yfir nétt i formalini. Alls voru 14 afkvaemi
skodud. Haralitur benti til ad fjorar masanna vaeru arfhreinar Mitf"%%V%° mys og pa voru eftir
10 mys sem annadhvort voru arfhreinar villigerd eda arfblendnar Mitf®¥* mys. Litfrumur
voru skodadar i kupubotni og umhverfis heilann eins og lyst var i kafla 3.4. og algengi
frumnanna & hverjum stad fyrir sig akvardad. Nidurstédur pessara skodana mé sja i toflum 8

0g 9.

30



Tafla 8 Tidni litfrumna i kGipubotni Mitf'9%" afkvaema.

Arfaerd Vinstra Vinstri Vid sjéntaug Vid sjéntaug Heegri Heegra
rrger
g innra eyra *0 vinstra megin haegra megin ®0 innra eyra
villigerd
(1=6) 6 (100%) 4 (67%) 6 (100%) 5 (83%) 3 (50%) 6 (100%)
n=
Mitf/ee%*
(=) 4 (100%) 0 (0%) 1 (25%) 0 (0%) 0 (0%) 4 (100%)
n=
M itfvga9/vg a9
(=) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
n=
Tafla 9 Tidni litfrumna umhverfis heilan hja afkvemum Mitf'%*”* foreldra
Vinstra A milli Heaegra
Arfaers megin milli Vinstra megin Vinstra megin Wktarkl mt; I Heegra megin Heegra megin megin milli
roer litlaheila og ofan & lyktarklumbu undir lyktarklumbu y :r | ut:n-lu % undir lyktarklumbu ofan & lyktarklumbu litlaheila og
hvelaheila velanetia hvelaheila
villigerd
(n=6) 0 (0%) 0 (0%) 4 (67%) 4 (67%) 4 (67%) 0 (0%) 0 (0%)
n=
Mitfvga9/+
(=t 0 (0%) 0 (0%) 2 (50%) 2 (50%) 1 (25%) 0 (0%) 0 (0%)
n=
M itfvga9/vg 29
(=t 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
n=

4.6.3 Arfgreining

Til ad arfgreina mysnar var notast vid PCR og primerana VGA9 FOR og MITF REV en peir
greina hvort ad Mitf'%° stokkbreytingin sé til stadar eda ekki. Nidurstddur arfgreiningarinnar
a peim tolf muasum sem litfrumur voru skodadar groflega i, asamt skodun a haralit sému
musa, bendir til pess ad af pessum télf masum veeru fimm arfblendnar og prjar arfhreinar med
tilliti til Mitf'® stokkbreytingarinnar. begar hinar fjértan mysnar sem skodadar voru néanar,
voru greindar med samskonar hetti leiddi pad i 1jés ad pad voru fjorar arfblendnar, fjorar

arfhreinar med tilliti til Mitf"%*° stokkbreytingarinnar og sex mys &n stokkbreytingarinnar.
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Nidurstada PCR greiningarinnar ma sja & mynd 12. Yfirlit yfir pessar mys mé finna i toflu 10

i vidauka.

A

L S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11 S12 NC

500
400

300
200

L S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11 S12 S13 514 NC

Mynd 12 Nidurstada rafdrattar PCR afurdar Gr afkveemum Mitf"%*arfblendina musa

A: A myndinni ma sja nidurstodur Gr rafdreetti & DNA ar synum ar grofri skodun &
litfrumum sem magnad var upp med PCR adferd. R6din sem mdgnud var upp svarar til
vga9 stokkbreytingarinnar sem afvirkjar Mitf genid. Lengst til vinstri (merkt L) er kvardi
par sem hvert band svarar til 100 basapara. Par & eftir koma koma synin en pau svara til
musanna i toflu 10 i vidauka. Lengst til haegri (merkt NC) er svo ad lokum neikvaedur
vidmidunardalkur sem er eftir brunn sem hladinn var med vatni. beir brunnar med synum
sem ekki innihalda band eru ekki med stokkbreytinguna og eru pvi af villigerd. B: Synir
samskonar mynd af rafdreetti & PCR afurd (r synunum sem notud voru vid itarlegri skodun.

4.7 Reektun litfrumna

4.7.1 Reektun til ad kanna lifvaenleika

Vid fyrstu tilraun til ad raekta litfrumurnar var notast vid adferd sem lyst var i undirkafla
3.5.1. Litfrumur & milli lyktarklumbu og hvelaheila voru skornar ar tveimur villigerdar- og
fimm Mitf*®¥* masum en einnig voru frumur skornar upp i kringum pterygopalantine-&dina
ar villigerdarmasunum. Af pessum muasum voru litfrumur einungis ad finna i annari af
villigerdarmasunum og i premur af fimm Mitf"%®* masum. Fylgst var med pvi hvort peer
frumur sem voru einangradar festu sig vid botninn a raeektunardisknum og hvort per fjélgudu
sér. beer virtust festa sig vid botninn & raektunardisknum og virtust lifa i reekt en peer fjélgudu

sér litid sem ekkert & peim 10 dégum sem peim var vidhaldid i reekt.
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villigerd i kringum aed villigerd milli lyktarklumbu og Mitf'929+ milli lyktarklumbu og
hvelaheila hvelaheila

Mynd 13 Litfrumur i reekt

Myndin synir mdgulegar litfrumur frd& mismunandi st6dum i heilahimnunum i raekt.
Skalinn taknar 100um.

5 Umreaeda

Eftir skodun & 45 villigerdarmusum var dreifing 4 litfrumum i heilahimnum lyst pannig:
- ofan & lyktarklumbunni.
- nedan a lyktarklumbunni
- & milli lyktarklumbu og hvelaheila
- a milli litlaheila og hvelheila
- vid sjon og prenndartaugina ad framanverdu.
- vid pterygopalantine-slageedina hlidlaegt vid prenndartaugahnodid

[ 6llu villigerdar-pydinu var algengast ad finna litfrumur i kringum sjontaugina en pegar skipt
var eftir aldri fekkadi peim frumum i elsta hopnum. Nastalgengasti stadurinn sem
litfrumurnar fundust & i villigerdarmasunum er i kringum lyktarklumbuna. Hér sast
aldursbundinn munur & dreifingunni par sem litfrumum virtist feekka ofan & lyktarklumbunni
eftir pvi sem mysnar eltust. A sama tima og peim feekkar ofan & lyktarklumbunni pa verda
peer algengari & milli lyktarklumbunnar og hvelaheilans og undir lyktarklumbunni. Petta geeti
bent til ad pessar frumur séu hreyfanlegar og ad peer getu verid ad flytjast undir
lyktarklumbuna eftir pvi sem mysnar eldast. Skodun & Mitf'%* stokkbreyttum muasum leiddi
[j6s ad litfrumurnar i heilahimnunum eru hadar Mitf tjaningu eins og sja ma i téflum 4 og 5
en pessar frumur vantar alltaf i Mitf"%9"%® misum. Hinsvegar er Mitf ekki eins naudsynlegt
fyrir litfrumurnar sem eru & milli lyktarklumbunnar og hvelaheilans og undir lyktarklumbunni
bar sem litfrumur er oft ad finna i Mitf***® arfblendnu masunum samanber toflu 5.
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Moétefnalitanir syndu ad melanin virdist hindra flarmerkio fra flarljomandi métefnum og
Kjarnalitur sést verr vid skodun i gegnum melaninid. P& tokst ad syna fram & Mitf tjaningu
med motefnalitun & litfrumum i vef Ur mus med stokkbreytingu i tyrosinasageninu, sem hafa
ekki melanin. Skodanir & litfrumum { afkvemum Mitf"%®* foreldra bendir pa til pess ad tidni
litfrumnanna sé sambeerileg i 6llum arfgeroum medal systkina og hafdi fengist med skodunum
& musum Ur mismunandi gotum sem pydir ad fullnaegjandi sé ad skoda tidni litfrumnanna eins
og gert var i fyrstu. ba tokst ad einangra frumur og vidhalda i raekt, en ekki tokst ad fa peer til

ad vaxa almennilega i raekt.

pessar nidurstodur benda allar til pess ad pessar frumur séu i raun litfrumur en ekki atfrumur
sem tekid hafa upp melanin. Eins og sja ma & mynd 4A pa eru pessar frumur dendritiskar sem
er einkennandi fyrir litfrumur. Mdétefnalitunin sem synir Mitf litun i kjarna & sambarilegum
stad og pessar frumur eru ad finna i H&E lituninni gefur einnig sterka visbendingu um ad

pbettu séu raunverulega litfrumur.

Hlutverk pessara frumna er pa ennpa 6ljoés en med hlidsjon af skodunum um stadsetningu
bessara frumna og umraedu um eiginleika litfrumna i inngangi méa geta sér til um ad peer hafi
mdogulega hlutverki ad gegna vid 6naemissvorun. pessu til studnings ma benda a ad peir stadir
par sem litfrumurnar finnast reglulega eru stadir par sem midtaugakerfid er utsett fyrir areiti.
Pessir stadir eru til deemis i kringum pterygopalantine-slagaedinni par sem bl6did er ad fara
inn i heilahimnunar, i kringum sjén- og prenndartaugarnar par sem per eru ad fara Gt ur
héfudkupunni og i kringum lyktarklumbuna en par er midtaugakerfid utsett fyrir miklu areiti
fra lyktarpekjunni. bessari kenningu til frekari studnings ma benda & pé eiginleika litfrumna

vid Onaemissvorun sem reett er um i inngangi.

Rannsoknir & litfrumum i heilahimnum eru enn & byrjunarstigum og enn margt a huldu.
Timinn sem gafst i petta verkefni gaf ekki tilefni til ymis konar rannsokna sem porf veeri a.
pessi rannsokn hefur ymsar takmarkannir eins og tiltolulega litinn fjoldi syna sem gerir pad ad
verkum ad tolfreedidrvinnsla gagnast litid. Neestu skref til ad komast ad hinu sannu um
hlutverk pessara frumna veeri til deemis ad sprauta lipopolysaccharid (LPS) inn i blédras eda
heila misanna sem myndi koma af stad bdlgusvérun og athuga pa hvort ad breyting yrdi &
stadsetningu eda fjélda litfrumnanna.
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6 Alyktanir

Utfra nidurstddum pessarar rannsoknar og nidurstddum fyrri rannsokna ma draga peer
alyktanir ad pad séu raunverulegar litfrumur ad finna i heilahimnum musa. Ekki er haegt ad
motefnalita pessar frumur i vefjasynum villigerdarmusa. bessar frumur eru hadar Mitf
tjaningu og an Mitf verda frumurnar liklega ekki til i fosturproska. Ef Mitf tjaning er skert,
eins og i Mitf"% arfblendnum mésum, sjast frumurnar ekki & flestum stddum par sem peer
finnast i villigerdarmusum en finnast p6 ad einhverju marki & milli lyktarklumbu og
hvelaheila og undir lyktarklumbunni sem bendir til pess ad pau svaedi séu ekki eins had Mitf.
pa er liklegt ad pessar frumur hafi einhverju hlutverki ad gegna vid 6nemissvorun t.d. i

heilahimnum.
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Vidauki

Tafla 10 Yfirlit yfir mys ar Mitf'%%* sexlunum

Svarar

Aldur i
til Syna- Arfgerd midad K anusum —_— Litfrumur i
n n
myndar namer vid héaralit Y yne kapubotni
12 hluti:
Mitf"%%™ eda
A S1 WT Kvk 2.5 22.3 Ja
-1 £vga9/+
Mitf eda _
A S2 WT Kvk 2.5 21.9 Nei
-1 £vga9/+
Mitf eda _
A S3 WT Kvk 2.5 20.9 Nei
A S4 Mitf/9e9/vead Kvk 2.5 19.5 Nei
A S5 Mitf/9e9/vead Kvk 2.5 20 Nei
Mitf'%"* eda _
A S6 WT Kk 2.5 29.1 Nei
-1 £vga9/+
Mitf eda _
A S7 WT Kk 2.5 29.4 Nei
-1 £vga9/+
Mitf eda _
A S8 WT Kvk 2.5 21.3 Nei
A S9 Mitf/9e9/vea Kvk 2.5 20.6 Nei
Mitf'%* eda _
A S10 WT Kk 2.5 29.5 Nei
Mitf"%* eda _
A S11 WT Kk 2.5 28.2 Nei
Mitf'%%™ eda
A S12 WT Kk 2.5 27.4 Ja
Mitf"®" eda ,
B S1 WT Kk 1 21 Ja
B S2 Mitf ee/vead Kvk 1 14 Nei
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S3 M itf/929vead Kvk 1,5 16 Nei
Mitf'9™ eda _

S4 WT Kvk 15 19 Nei
Mitf'9* eda _

S5 WT Kvk 15 19 Nel
Mitf'%% eda )

S6 WT Kvk 15 16 Ja

S7 Mjtf oadrveas Kvk 1,5 17 Nei
Mitf'%% eda )

S8 WT Kvk 1,5 19 Ja
Mitf'9* eda

S9 WT Kk 1,5 22 Ja
Mitf'9%* eda _

S10 WT Kvk 2 25 Neli
Mitf'9* eda _

S11 WT Kvk 2 22 Nei
Mitf'9%* eda

S12 WT Kk 2 34 Ja
Mitf'9%* eda

S13 WT Kk 2 32 Ja

S14 M jtf/929vead Kk 2 29 Nei
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