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FORORD

Den foreliggende beretning omhandler en vavstypeanalyse p& avlsmate-
riale fra Avlsstationen for Fjerkrz, STRYN®Z, i &rene 1985/87. Driften
af avlsstationen gennemfegres for midler, der er bevilliget af Lands-
udvalget for Fjerkra, medens ansvaret for tilrettel®ggelse og gennem-
ferelse af tilknyttede projekter pdhviler Afdelingen for Forseg med

Fjerkre og Kaniner.

Opgaverne omfatter sdvel udvikling og afprevning af nye avlsmetoder
som gennemferelse af avlsforseg med nye selektionskriterier som f.
eks. vavstyper. Resultaterne fra avlsstationens virksomhed tjener som
supplement for en optimering af den danske slagtekyllingeproduktion.
Landbrugets Samrdd for Forskning og Forseg har via det bioteknologi-
ske program bevilliget midler til gennemferelse af delprojektet: '"MHC
hos slagtefjerkra" i afdelingens regie.

Det beskrevne projekt er det ferste i afdelingens program for indfe-
relse og brug af nye bioteknologiske metoder p& bl.a. avlsomradet,
hvor der i stigende grad tages hensyn til resistens over for sygdom-

me.

Forsegsplanlegning og udarbejdelse af analysemetoder er foretaget af
vid.ass., cand.scient. Majken Arnull og professor, dr.med. Morten Si-
monsen, Institut for Eksperimentel Immunologi, medens viceforstander,
dr.agro. Poul Saerensen har fungeret som koordinator pé& projektet.
Bestyrer Niels Kold har forestdet den daglige ledelse af avlsstati-
onen - herunder indsamling af blodprever til analyse. Tilrettelag-
gelse af forsegsplaner vedr, aviar leukose er sket 1 samarbejde med
stud.med.vet. et agro. Jan E. Hedemand. Cand.scient. Majken Arnull
har behandlet de indsamlede data og udarbejdet beretningen. Overas-
sistent Inge Erlandsen og assistent Birthe Jensen har opsat og ren-

skrevet den.

Forfatteren ensker at takke alle implicerede medarbejdere samt rette
en tak til de ovrige medarbejdere p& Afdelingen for Forseg med Fjer-
krz og Kaniner samt medarbejdere pé& professor Morten Simonsens
laboratorium.

Frederiksberg, februar 1989

J.Fris Jensen
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SAMMENDRAG

Avlsmateriale fra Avlisstationen for Fjerkrz, STRYNZ har fungeret som
testpopulation i1 bestrabelserne pd at fremstille et panel af type-
reagenser rettet mod henens Major Histocompatibility Complex (MHC)
kaldet B-komplekset. Den her omtalte undersogelse har hovedsagelig
vaeret koncentreret om to avlslinier af henholdsvis racen "Hvid
Cornish (HC)" og '"Hvid Plymouth Rock (HPR}".

MHC er en genetisk region, som koder for polymorfe proteiner med
overordnede immunologiske funktioner. Hos hens bestédr MHC af 3 loci,
som kaldes B-F (klasse I), B-L (klasse II) og B-G (klasse IV), sidst-
nevnte locl har dog ikke de n®vnte funktioner. Tilsammen udger de

nevnte proteiner individets vavstype - eller haplotype.

I kapitel 2 er givet en kort gennemgang af den molekylzre opbygning
af de implicerede elementer, samt en introduktion af den internati-
onalt anerkendte ncmenklatur, der anvendes til beskrivelse af de

alleliske produkter (haplotyper) fra det for omtalte B-kompleks.

Kapitel 3 er et metodeafsnit, som beskriver den fremgangsmade, der i
dette projekt er anvendt til fremstilling af et vavstypespecifikt
antiserapanel. De serologiske reagenser er fremstillet v.h.a. kryds-
immuniseringer af seoskende fra samme familie, der kun adskilte sig
fra hverandre i MHC. Immuniseringerne blev foretaget s&ledes, at nog-
le dyr modtog rensede hvide blodlegemer (WBC), mens andre modtog ren-
sede rpde blodlegemer (RBC), i hdb om p& denne mlde at fremstille
alloantisera rettet mod henholdsvis B-F (klasse I) produktet og B-G
(klasse II) produktet. Rakkevidden af panelet er begraznset til de to
undersegte linier.

Testpopulationen er opdelt i tre generationer for hver 1linie, hvor
hvert individ er typet ved hjelp af det fremstillede typeserapanel.
Resultatet af dette arbejde er samlet i kapitel 4. De to linier er
klart adskilte, hvad angér MHC. Der blev ialt fundet 14 haplotyper,
hvoraf de 5 var specifikke for HPR linien, mens en haplotype var feal-
les for begge linier. For HC liniens vedkommende var det muligt at
identificere 95% af dyrene, mens det for HPR linien kun var muligt at
@®vstypebestemme 88%.
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Sammenhang mellem MHC og sygdomsresistens er et omrdde, som har vakt
manges interesse. Flere underseggelser har vist, at en specifik haplo-
type er korreleret til resistens overfor Marek's disease, men det er
stadig uvist p& hvilken mAde MHC "formidler" resistensen. Lignende
undersegelser i relation til aviezr leukose har ikke givet s& éntydige
resultater. I kapitel 5 omtales de skridt, der fra afdelingens side
er taget, i hab om nzrmere at belyse sammenh®ng mellem MHC og resi-
stens mod de to omtalte sygdomme. I samme kapitel behandles de fore-
lebige resultater af en vavstypeanalyse pad 3 sublinier selekteret for
foderudnyttelse. Disse resultater vil danne basis for videre underse-
gelser, hvor formadlet er at finde eventuel sammenhzng mellem det an-
vendte selektionskriterium og MHC.

Bagerst 1 beretningen findes et appendix, der indeholder metodebe-
skrivelser af de forskellige typer tests, der er anvendt. Som regel
betragtes et appendix som et bilag, men i denne forbindelse har
"appendix" en central betydning, idet narvarende opgaves hovedformil:
At fremstille et vavstypespecifikt testserapanel - kan betragtes som
et metodestudie.




SUMMARY

From the breeding station, "Avlsstationen for FJerkra, STRYNG",
breeding strains_were selected as a test population. It comprises the
main materials of our efforts to produce a panel of specific alloan-
tisera against the chicken Major Histocompatibility Complex - so cal-
led B-complex. The two breeding strains selected for this purpose be-
long to the breeds WHITE CORNISH (HC) and WHITE PLYMOUTH ROCK (HPR).

The MHC of the chicken is - like the MHC found in mammals - a genetic
region coding for polymorphic proteins with superior immunological
functions. In the chicken, MHC comprises 3 classes of loci, i.e. the
B-F (class I), the B-L (class II), and B-G (class IV). In chapter 2,
a short introduction is given concerning the molecular structure and
the function including the international nomenclature which applies
to the allelic products (haplotypes) of the B-complex.

In order to achieve the main purpose of production of a haplotype
specific alloantisera, the overall design was to cross-immunize in-
dividuals belonging to the same family that only differs with regard
to MHC. In any case, some animals received purified white blood cells
(WBC) while other ones received purified red blood cells (RBEC) from
their sibling donors. The "raw antisera" thus produced were subjected
to the various kinds of tests mentioned in chapter 3 to obtain pro-
ducts acceptable as specific anti B-F and anti B-G testsera. The fin-
al panel is used in a haemagglutination assay on the test rpopulat-

ion.

In 3 generations the two lines were serotyped. The results are pres-
ented in chapter 4. The two lines represent 14 haplotypes which are
allmost exclusive for those specific lines. In the HPR-1line, 5 spec-
ific haplotypes and 1 common one were found whereas the HC-line re-
presents 7 specific and 2 ordinary ones. In this line it was possible
to identify 95% versus 88% in the HPR-line.

Association between some diseases and MHC is a matter of special in-
terest. The best known example is between Marek's disease and the
B-haplotype B21. The way in which this resistance is conveyed is not




clear; investigations considering lymphoid leucosis have not given so
clear results as in the case of Marek's disease. In chapter 5 prelim-
inary results concerning the topic in question are stated. In the
same chapter, too, preliminary results from a B-haplotype analysis as
to 3 sublines selected for individual feed conversion are presented.
Results from this investigation will serve as a guidance line in sim-

ilar studies between B-haplotypes and other production parameters.

An appendix is added at the end of this report giving a detailed in-
troduction into the methods used.




1 INDLEDNING

I slagtekyllingeproduktionen lagges szrlig vagt pd vekstevne, foder-
udnyttelse og -forbrug; egenskaber, der alle er dels under indfly-
delse af flere loci og sdledes afhangig af heritabiliteten, dels un-
der indflydelse udefra (Serensen et al., 1982; Serensen, 1986). De
nevnte egenskaber har derfor vazret af szrlig betydning i forbindelse
med udvaelgelse af selektionskriteria i avlsarbejdet. Imidlertid har
gnsket om at vagte parametre som sygdomsresistens fundet indpas de
seneste &r. Major Histocompatibility Complex (MHC) er et eksempel pé
en kvalitativ egenskab, hvis fznotypiske fremtoning kan feres tilbage
til ganske f& loci - uafhengig af udefra kommende stimuli, og som kan

vere relateret til generel sygdomsresistens.

MHC er en genetisk region, der primert er associeret til celle-inter-
aktioner i forbindelse med individets immunsystem; sekundzrt menes
MHC at vere koblet til sével resistens mod patogene sygdomsvoldere
som ikke-immunologiske funktioner., Det er disse sekund=zre egenskaber,

der i denne forbindelse har vakt szrlig interesse.

Mekanismerne bag MHCs kontrol af egenskaber, der anvendes som avlsmél
i slagtekyllingeproduktionen, er ikke éntydige, men to muligheder sy-
nes realistiske. For det forste kan MHC-kontrollen tillzgges en ren
immunologisk funktion, hvor tilstedevarelse af patogene mikroorganis-
mer favoriserer resistente MHC-typer (Gavora, 1985); for det andet
kan MHC medvirke direkte 1 non-immunologiske funktioner eller vare
tzt koblet til gener med indflydelse pd si&danne funktioner. Hvis det-
te er tilfeldet, kan man hébe, at visse MHC-alleler er knyttet til
fysiologiske parametre med indflydelse pd de selekterede avlsméal.

Disse betragtninger dannede grundlag for et projekt, hvis formdl var
at fastl®gge en eventuel sammenheng mellem MHC og generel sygdomsre-

sistens samt produktionsrettede egenskaber.

Min opgave var ferst og fremmest at udvikle et testserapanel, der
tillod en fuldstzndig typning af de to henseracer: Hvid Plymouth Rock
og Hvid Cornish. De to racer dominerer genpuljen bag den danske slag-
tekyllingeproduktion.

'\
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Det fremstillede testserapanel blev anvendt til screening af 3 gene-
rationer af slagtekyllinger fra Avlsstationen for Fjerkrz, STRYNO. De
her fundne forskellige vavstyper skal senere indgd i sammenlignende
tests under bade optimale og modificerede opdrztningsforhold.

2 MAJOR HISTOCOMPATIBILITY COMPLEX

2.1 Generelle trazk

MHC er en evolutioner godt bevaret genetisk region, inden for hvilken
det er muligt at finde fzlles trzk med hensyn til bdide biologi og bi-
okemi hos nasten alle undersegte arter; her skal blot navnes 4 vigti-
ge karakteristika,

1) MHC koder for to klasser af membranintegrerede glycoproteiner, der
i felge den internationale terminologi (Klein, 1975) betegnes "klasse
I-" og "klasse II-antigener" - 1 denne rapport refererende henholds-
vis til MHC-I og MHC-II. Indenfor hver MHC-klasse findes flere former
af antigener (allomorfer), der genetisk er forskellige (alleler). Et
individs MHC-type eller haplotype refererer til en specifik kombina-
tion af MHC-I- og MHC-II-, og for henen tillige MHC-IV-allomorfer.

Fig. 2.1 illustrerer vazsentlige, strukturelle lighedér og forskellig-
heder mellem MHC-I og MHC-II. Som det ses, bestdr bade MHC-I og MHC-
ITI af to polypeptid-kader, kaldet henholdsvis alpha (o) og beta (B),
der ikke er covalent bundet. Kederne har i den ekstramembranale del
en "domznestruktur", bestlende af ca. 90 aminosyrerester hver. Denne
strukturelle opbygning ses ogsd hos immunoglobulinerne, hvilket kan
indikere fzlles evolutionar oprindelse; iser domznet narmest membra-
nen har en markant aminosyresekvens-homologi med immunoglobulinernes
tungkade domzner, For sdvel MHC-molekylerne som for immunglobulinerne
gelder, at hvert domzne kodes for af et separat exon 1 genomet
(Steinmetz et al., 1983).

Medens MHC-IIa - og B8 -kaderne har to domzner hver, bemzrkes det, at
¢ ~keden for MHC-I har 3 domzner, hvorimod 8 -kaden kun bestdr af ét
domzne; dette betegnes ogsd B -2-mikroglobulin, Som det ses af fi-
guren, er B8-2m ikke integreret i membranen, men fastholdes indirekte

via o-kaden. B-2m er et funktionelt godt bevaret molekyle, da hete-
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rologudveksling af g -2m vil give et funktionelt MHC-I molekyle
(Simonsen et al., 1983).

MHC-I1 MHC-IT

[ Ead)

=W
N~

X X

Fig. 2.1 Skematisk illustration af de to klasser af molekyler.
Illustration of the two classes of molecules,

2) MHC-I og MHC-II glycoproteinerne spiller en central rolle fer in-
dividets cellul®re immunrespons, idet de fungerer som restriktions-
elementer for T-lymfocytternes skelnen mellem "selv" og "fremmed"
(Klein, 1981). Derudover har MHC-molekylerne betydning for,6 det humo-
rale immunrespons; s8ledes er kobling mellem MHC og immunrespons(Ir)-
gener vist i forbindelse med dannelse af antistoffer mod bade natur-
lige og syntetiske polypeptider (Koch, 1977).

3) MHC-genprodukterne udviser ekstrem polymorfi. Hvorledes denne po-
lymorfi er opstéet, fremgdr ikke klart, men den menes at have fysio-
logisk betydning for individet (og arten). Hvis en organisme f.eks.
rammes af en virusinfektion, sd vil det virale antigen prazsenteres i
association med vertens MHC-I-produkt (restriktionselement). Et ef-
fektivt immunrespons vil afh@&nge af, om den "rigtige" T-celleklon re-
sponderer, eller om denne Klon er inaktiveret. Selektionen favorise-
rer de MHC-alleler, der forer til et hejt immunrespons over for den
invaderende virus.
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4) Der eksisterer en sterk kobling (bindingsuligevagt) mellem de en-
kelte MHC-regioner, hvilket betyder, at rekombinationsfrekvensen er
meget lav. Dette faktum er af stor vigtighed for genotypebestemmel-

ser.

2.2 Den genetiske struktur af henens MHC

Henens MHC blev oprindelig betragtet som et blodgruppelocus ved navn
B-locus (Briles et al., 1948); 20 &r senere blev det imidlertid
klart, at B-locus kunne tilskrives de karakteristika, der er blevet
beskrevet i det foreglende afsnit. Pink et al.{(1977) isolerede forst
to klasser af molekyler, hvis biokemiske struktur svarede til de
mammale MHC-klasser I og II. Antigenerne blev benavnt henholdsvis B-F
og B-L. En tredie klasse af molekyler viste sig at vare erythrocyt-
specifikke antigener, hvis gener var tzt koblet til MHC I og 1II,
denne klasse af molekyler ik betegnelsen MHC-IV, og antigenerne blev

benzvnt B-G.

Indtil DNA-analyser kan afgere den pr&cise organisation af det aviare
MHC, er opbygningen beskrevet ud fra sdvel genetiske som biokemiske
analyser. Imidlertid har det 1kke varet muligt gennem disse metoder
at deducere den przcise organisation af B-komplekset.

For det forste er det faktiske antal af klasse I og II 1loci ikke
kendt; for det andet er B-L-regionen og B-F-regionen s& tzt koblede,
at det igennem mere end 14.000 informative typninger ikke har vsret
muligt at finde overkrydsninger (Koch, 1983; Skjedt, 1985). Dette gi~
ver en rekombinationsfrekvens p& under 0,05%. Alle hidtil fundne re-~
kombinationer har vazret mellem B-L/B~F-regionerne og B-G-regionen
(Hala, 1976). P38 basis af disse data er beregnet en genetisk afstand
pd 0,04 centi morgan mellem B-G~-regionen og B-L/B-F-regionerne.

B-F-antigenerne udtrykkes pi alle honseceller og findes i stort antal
i membranen af de kerneholdige erythrocytter. Dette forhold kan ud-
nyttes i produktionen af alloantistoffer, idet B-F-antigener provoke-
rer et kraftigt humoralt respons.

Polymorfien af den tunge k®de afspejles i de varierende molekylevagte
(MW), fundet hos forskellige B-F-allomorfer fra forskellige racer af
homozygote hens (Ziegler et al., 1976). Biokemiske undersogelser af
forskellige B-F-allomorfer indikerer tilstedevarelse af mere end é&t
B~F-produkt, hvilket kunne antyde eksistensen af mere end et MHC-I-
gen (Crone et al., 1985).
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B-L-antigener findes p& B-celler, celler, der tilherer monocyt/makro-
fagpopulationen, samt stimulerede T-celler. DNA-analyser ved hjzlp af
hense DNA-MHC-II prober viser udpraget polymorfi, og antallet af
B-L-gener anslds at vare i sterrelsesorden 10-12 (Lamont et al.,
1987).

Det har ikke vzret muligt at tillzgge B-G-regionen nogen immunclogisk
funktion, men den tatte kobling til B-L/B-F-regionerne har betydet,
at B-G regnes til MHC. B-G-antigenerne er erythroide markerer, som
dels har fysiologisk betydning ved erythropoiesen og thrombocyternes
fagocytose og dels har en adjuvant effekt ved produktionen af allo-
antistoffer mod B-F-antigener (Hala, 1981). Den molekylezre struktur
af B-G-antigenet er stadigvek ukendt, men molekylet er ikke glyco-
syleret eller har en domznestruktur som MHC-molekylerne (Salomonsen,
1987).

2.3 Nomenklatur
B-nomenklaturen blev ferst introduceret, efter at flere laboratorier

havde produceret egne antisera i udvalgte flokke og nummereret de
fundne allomorfer, s&ledes som de blev fundet. Dette beted, at sam-
menligninger af s&vel antisera som haplotyper ikke var mulig de en-

kelte laboratorier imellem.

I ensket om at etablere en universal B-nomenklatur blev afholdt et
| "workshop" i Innsbruck (Briles et al., 1982), hvor "laboratorier" fra
Europa og Nordamerika fik lejlighed til at sammenligne og revidere
deres materiale, s& en ensartet nomenklatur kunne fastlagges.

B-nomenklaturen er adopteret fra et system, der oprindelig blev an-
vendt til beskrivelse af de alleliske produkter fra det fer omtalte
B-blodgruppe-locus (Briles, 1957). B-allelerne nummereres fra B1 til
"
disse navngives henholdsvis anti-Bl til anti-Bn. Denne nummerering

og de tilsvarende antigener fra Bl til Bn, medens antisera mod

kan direkte overferes til de enkelte MHC-regioner, da den gametiske
association mellem et szt af B-L, B-F og B-G loci er af en sadan
styrke, at rekombinationer mellem de tre loci er meget sjzldne. Ek-
sempelvis vil genotypen B6 fznotypisk vare karakteriseret af antigen-
produkterne B-L6, B-F6 og B-G6.

Til rutineundersegelser anvendes et hamagglutinationsassay pé& hense-
erythrocytter (RBC). Ved en sadan test opnéds kun information om B-F-
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og B-G-produkterne., Imidlertid kan genotypen for en B6-homozygot
skrives som B6,6 i stedet for F6,G6/F6,G6, da ovennzvnte koblingsfor-
hold retferdigger anvendelse af et hazmagglutinationsassay til genoty-
pebestemmelser, nar de anvendte testsera er bade B-F- og B-G speci-
fikke.

Hovedsagelig er alle de beskrevne haplotyper fundet i racen: Hvid
Italiener; dette arbejde vil imidlertid koncentrere sig om B-allo-
morfer, fundet i broilerracerne: Hvid Plymouth Rock og Hvid Cornish.
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3 METODER TIL KARAKTERISERING AF B-ALLOMORFER

3.1 B-allomorfer i dansk slagtefjerkra

I de foregdende afsnit er MHCs molekylare struktur samt MHC-produk-
ternes immunologiske funktion prasenteret. De folgende afsnit omhand-
ler den praktiske anvendelse af MHC antigenerne (som genetiske marke-
rer) i en afgraznset population af udavlet slagtefjerkrz. Imidlertid
har det vist sig, at haplotyperne for disse hens afviger vasentligt
fra haplotyper fundet hos zgl®ggere - hovedsagelig af Hvid Italiener
afstamning - der har v&ret den foretrukne race til fremstilling af
konventionelle typereagenser (iflg., Workshop i Innsbruck, 1981).
Derfor har det varet nedvendigt forst at fremstille typereagenser,

der kan diskriminere mellem B-allomorfer i testpopulationen.

Man kan valge flere metoder til fremstilling af typereagenser. Imid-
lertid er majoriteten af de typereagenser, der anvendes pa fjerkra,
alloantisera. De her fremstillede allcantisera fremkommer gennem gen-
tagne immuniseringer mea en kendt mengde af "antigen"; i dette til-
felde: Lymfocytter eller erythrocytter fra donorhane til recipienthe-
ne (appendidix A). Celleoverfladens antigener (inkl, MHC-produkterne)
fremprovokerer et immunrespons, der er sammensat af mange B-celle-
~kloners respons mod flere antigendeterminanter (polyklonalt respons).
Det "ra" alloantiserum indeholder bade relevante (anti-B) antistoffer

og irrelevante non-B-antistoffer.

Non-B-antistoffer md ferst fjernes (absorberes) (appendix C) fra
alloantiserum, ferend dette kan anvendes til B-typebestemmelser. I
udavlede flokke er det praktisk talt umuligt. Derfor blev forseget
indledt med etablering af smd afgrensede familier, hvori de udvalgte
recipienter og donorer kun segregerede i MHC forskellige grupper (N
og M). P& denne madde kunne non-B-antistoffer fjernes fra anti-N-serum
gennem absorption med erythrocytter fra gruppe M og omvendt. Fig.
3.1.

Foruden absorption for non-B-antistoffer er det nedvendigt i videst
mulige omfang at fjerne krydsreaktive antistoffer. MHC-produkternes
komplekse proteinstruktur fremstidr som en mosaik af antigendetermi-

nanter for recipientens immunsystem.

|
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Nogle antigendeterminanter vil vazre fzlles for andre MHC-molekyler,
men alle molekyler indeholder unikke omré&der (specifikke determinan-
ter). De krydsreaktive antistoffer er rettet mod fzlles-determinanter
og vil kKunne fjernes gennem absorption med haplotyper, der ogsé inde-
holder dem.

Ofte finder man, at et allocantiserum reagerer monospecifikt over for
ét panel af haplotyper, medens det mod et andet giver flere krydsre-
aktioner. Det er derfor vigtigt at kende de '"rammer'", inden for hvil-
ke et typeserum er monospecifikt. Eksempelvis kan navnes, at det
fremstillede typeserapanel hovedsagelig bestdr af monospecifikke al-
loantisera, rettet mod allomorfer, fundet i Hvid Plymouth Rock og
Hvid Cornish, medens det sandsynligvis ikke vil opfere sig monospeci-

fikt over for en population af Brun Italiener.

Det sterste udbytte af serologiske reagenser far man, ndr de kun er
rettet mod én klasse af MHC-produkter. Alloantisera mod B-F produktet
fas ved at immunisere med lymfocytter, hvorimod alloantisera mod B-G
antigener f&s ved at immunisere med erythrocytter; dette vil dog give
kontaminering med B-F antistoffer. Sadanne forurenende antistoffer
kan vare vanskelige at f& bortabsorberet, hvis ikke donor lymfocyt-
ter, milt- og thymusceller anvendes. Erythrocytter fra rekombinante
haplotyper, hvor donor og recipient besidder samme F-allel, er sarlig
anvendelige i dette tilf=zlde.

De fazrdig absorberede reagenser er anvendt i et hamagglutinationsas-

say (se appendix D) p& materiale fra Avlsstationen STRYN@.

De informationer, som man fir via et hamagglutinationsassay, er ude-
lukkende om B-F og B-G allomorferne. Information om B-L allomorfer
fas gennem histogenetiske tests - f. eks. Graft v. Host assays (GvH)
og Mixed Lymphocyte Reaction (MLR).

GvH-reaktioner méles som miltforsterrelser, observeret hos 19 dage
gamle embryoner efter i.v. injektion af donor fuldblod 5 dage tidli-
gere. Den observerede splenomegali er resultatet af de immunokompe-
tente donorcellers (T-lymfocytter) reaktion pé& den umodne vert pa
grund af MHC-II-forskellen.

GvH-reaktioner kan ogsd give vigtige informationer vedrerende
MHC-I-forskelle. I dette tilfzlde anvendes et GvH-inhibitionsassay,
hvor der geores brug af det faktum, at alloantisera, der indeholder
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antistoffer mod et bestemt MHC-I antigen, specifikt vil hemme T-
lymfocytalloaggressionen. Resultatet af et s&dant GvH-inhibitionsas-
say kan tolkes p& to mader: GvH-inhibition er et m&l for, at testcel-
lerne har antigendeterminanter til fzlles med den af alloantiseruﬁ
definerede haplotype. GvH-inhibitionen skyldes krydsreagerende anti-
stoffer, der findes i det benyttede alloantiserum.

Endnu en test er nedvendig for at kunne afgere, hvilken af de to

fortolkninger, der er mest sandsynlig.

De GvH-inhiberende alloantistoffer kan naturligvis fjernes gennem ab-
sorption med donorerythrocytter i et sdkaldt GvH-inhibition-release
assay. Hvis erythrocytter fra en testhaplotype p& lignende made kan
fjerne alle inhiberende antistoffer, kan det konkluderes, at der er
"MHC-I-lighed" mellem de to haplotyper. GvH-forsegene blev udfert i
overensstemmelse med de forseg, der er beskrevet af Simonsen et
al.(1982) (se appendix E).

MLR forekommer, ndr to genetisk forskellige T-cellepopulationer brin-
ges i kontakt med hverandre., Stimulationen mellem de to T-cellepopu-—
lationer ferer til proliferation, som mAles ved inkorporering af ra-
dioaktivt thymidin i det nysyntetiserede DNA; de stimulerende anti-
gener er MHC-II-produkter. Den benyttede procedure er beskrevet af
Schou, M. (1980) (se appendix F).

3.2 Etablering af hanefamilier

Testpopulationen bestdr, som tidligere navnt, af liniemateriale fra
Avlsstationen STRYND. Arbejdet har hovedsagelig varet koncentreret om
linie 74 - Hvid Plymouth Rock - og linie 85 - Hvid Cornish; for en
uddybende beskrivelsé af liniematerialet henvises til Beretning nr.
536 (1982).

Forseget startede med en vejledende hemagglutinationstest af avlsha-
ner med konventionelle alloantisera, fremstillet pd Institut for Eks-
perimentel Immunologi (Simonsen, 1982).
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De udvalgte avlshaner blev overfert til kontrolstationen, Favrholm,
hvor hver hane blev parret med 3 Hvid Italiener hener fra Favrholm
kontrollinie 8, der var fenotypisk B-homozygote, ba&rende enten B-15
eller B-19. P4 denne made kunne fadrenes 2 MHC-kromosomer genfindes i
afkommet p& enten B-15 eller B-19 "baggrund". "Hanefamilierne", der
hver bestod af 20-30 dyr, blev typebestemt efter samme panel som
deres fe®dre; det viste sig, at hver familie segregerede 1 2 grupper
(M og N).

Tabel 3.1 Agglutinationsmenster for broileravlshaner og deres afkom
Agglutination patterns of breeding males and their off-

spring
Mor Far Afkomsgrupper
B-fznotype Hane nr. B-fznotype (M) (
T B6/Y B6/15-1 By/15-1
2 B6/838 B6/15~2 B838/15-2
B15/15 3 B1223/838 B838/15-3 B1223/15-3
4 B1223/101 B1223/15-4  B101/15-4
"""""" s Bs/101  B6/19-5 B101/19-5
B19/19 6 B13/21 B13/19-6 B21/19-6
7 B21/204 B21/19-7 B204/19-7

Tabel 3.1 viser resultatet af dette h=magglutinationsassay med angi-
velse af fedre og afkoms B-fznotyper efterfulgt af hane nr. Fznotypen
er '"bestemt ud" fra den positive reaktion med et B-F alloantiserum.
Denne fremgangsmdde er valgt, fordi typning med bide B-F og B-G rea-
genser gav et afvigende agglutinationsmenster; f.eks. agglutinerede
RBC fra hane nr. 1 med anti F-6 serum, men ikke med anti G-6 serum.
Afkom fra denne hane resulterede i gruppe (M): Agglutination med anti
F-6, anti F-15 og anti G-15 samt gruppe (N): Agglutination med flere
B-F reagenser (BY) samt anti F-15 og anti G-15.

Reaktion med flere B-G reagenser illustrerer, at den pégeldende alio-
morf har flere fm®llesdeterminanter med andre allomorfer, og at der
ikke findes et monospecifikt alloantiserum i dette typeserumpanel.
Det bemzrkes, at flere afkomsgrupper reagerer med samme B-F reagens
og f&r samme B-F fznotype. Denne forelgbige identifikation giver
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ingen evidens for, at B-F fznotypen i de pégezldende afkomsgrupper er
identiske med B-~F genotypen. Derfor blev alle afkomsgrupperne afpro-
vet i et GvH-assay, som giver mere pre&cis information vedr. B-F pro-
duktet.

Tabel 3.2 viser henholdsvis et GvH-inhibitionsassay og et direkte
GvH-forseg. I inhibitionsassay'et er de MHC-I-specifikke antisera,
der blev anvendt i hamagglutination, absorberet med testtypens RBC.
Det absorberede serum og donorlymfocytter er dernast injiceret 1

ikke-histokompatible embryoner.

Splenomegali (++) betyder, at testtypens RBC udtrykker MHC-~I antige-
ner, identiske med donorlymfocytterne. Som det ses af tabel 3.3, er
der histogenetisk identitet mellem flere afkomsgrupper for MHC-I-
antigener. I forseoget med direkte forlig anvendes fuldblod fra test-
typen, injiceret i histokompatible embryoner. Fraver af splenomegali
betyder, at testtypen har MHC-ITI antigenlighed med embryonet. Imid-
lertid giver GvH forssgene ikke information vedr. alle hanegenotyper-
ne, idet embryoner som dazkker alle haplotyper ikke er til radighed.
Derfor er det nedvendigt at anvende et MLR-assay i1 de tilfelde, hvor
afkomsgrupper fra forskellige haner giver ophav til samme B-F

fenotype.

Tabel 3.3 viser et MLR-forseg, hvori 4 afkomsgrupper blev udvalgt og
testet over for hverandre. Heje SI-verdier angiver MHC-II-forskellig-
heder, hvorimod de lave betyder MHC-II-ligheder (muligvis identitet).
Det erindres, at der i alle forsegg arbejdes med udavlede hens, hvor-
for der vil vare forskel pa andre loci end B; derfor vil man observe-

re en svag stimulation mellem seskende.

To dyr - numrene 671 og 661 - viser intet signifikant respons pa sti-
mulation fra henerne 551 og 547 og omvendt; og det samme forhold
gelder for de 4 andre dyr. MLR-forseget og GvH analyserne indicerer
s8ledes haplotypeidentitet med hensyn til MHC-I og MHC-II for de
testede afkomsgruppers vedkommende.




Tabel 3.2 Histogenetisk analyse af afkomsgrupper
Graft versus Host assays of 13 off-spring groups

Afkomsgr, nr,:

B6/15-1-501
B6/15-2-539
B838/15-2-671
B1223/15-3-542
B838/15-3-551
B1223/15-4-574
B101/15-4-585
B6/19-5-566
B101/19-5-567
B21/19-6-527
B13/19-6-521
B21/19-7-653
B204/19-7-650
NON - ABS.

GvH - IR GvH - R
Alloantisera, specifikt Embryon fenotype
B6 F838 F1223 BwS B10l1 B21 B13 B204 B6 B13 B15 B21
- ++ ++ - ++
++ - ++ - ++
++
++ ++
++ ++ +4+ - ++
++ ++ ++ ++ - ++
++ ++ ++ - ++
++ - ++ ++ ++
++
++ ++ ++ ++ -
++ ++ - ++ ++
++
++ ++ ++ ++ ++
++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++

Celler

Figuren viser GvH-IR test af 8 testsera abs. med afkom fra 13 familiegrupper. De 8 test-
sera er individuelt abs. med RBC fra de pég®ldende numre, Disse dyr har desuden fungeret
som donorer i en GvH-test med B6,
kontrol pd henholdsvis testserum og immunokompetente lymfocytter.

GvH - IR (++)

B13,

Miltforsterrelse

B15 og B21 embryoner.

Rxzkkerne nr.

GvH - R (++)

Miltforster.

14 og 15 er

Tc
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Tabel 3.3 Stimulationsindeks fra et MLR-forseg med 8 reprasentanter
fra 4 afkomsgrupper
One way MLR representing 8 animals from 4 off-spring groups

Stimulator B838/15-2 B1223/15-3  B838/15-3  B1223/15-4
(671) (661) (542) (543) (551) (547) (574) (576)

Responder:

B838/15-2 (671) 1,00 0,86 8,24 6,57 0,48 0,96 9,39 9,87
(661) 1,61 1,00 30,86 48,28 0,98 0,58 71,19 15,40
B1223/15-3(542) 9,84 3,93 1,00 1,32 13,90 2,33 1,73 0,93
(543) 14,01 4,28 0,49 1,00 20,45 4,00 0,91 0,51
B838/15-3 (551) 0,78 1,11 16,18 22,12 1,00 0,52 31,76 22,80
(547) 1,14 0,92 3,87 6,54 0,78 1,00 10,16 5,33
B1223/15-4(574) 17,67 11,12 0,97 2,36 17,32 6,81 1,00 1,31
(576) 26,38 8,15 1,09 1,25 29,58 5,28 1,23 1,00

Til fremstilling af testserapanel'blev donorer valgt ud fra de her
testede afkomsgrupper.

3.3 Fremstilling af alloantisera til identifikation af to avlslinier

Hemagglutinerende alloantisera blev inden for hver hanefamilie frem-
stillet ved én gang ugentlig i.v. injektion af en standardiseret su-
spension af enten WBC eller RBC (se appendix A). Recipienterne blev
tappet for blod, og det afpipetterede alloantiserum blev herefter ab-
sorberet for non-B. I videst mulige udstrazkning blev anvendt en pool
af vaskede RBC fra 10 B-negative seskende.

De non-B absorberede alloantisera blev herefter delt i to grupper og
hver for sig testet i GvH for inhiberende antistoffer; den ene gruppe
bestod af potentielle B-F antisera, der hovedsagelig var fremstillet
ved immunisering med WBC, hvorimod den anden bestod af potentielle
B-G antisera (immuniseringer ved hjzlp af RBC).

De potentielle B-F antisera blev testet i GvH-inhibition, idet hvert
serum blev individuelt absorberet med RBC fra B-positive seoskende.
Hvis de inhiberende antistoffer blev fjernet, antog man, at serum var
rettet mod B-F antigener; i modsat fald var testserum rettet mod ir-
relevante antigener og blev félgelig kasseret.

Dernest blev hvert alloantiserum testet 1 hamagglutination i den
fundne inhiberende titer over for et panel af RBC fra Hvid Italiener
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og repr@sentanter fra alle familiegrupper. De positive krydsreaktio-
ner blev testet i GvH ved absorption af allocantiserum med den

pageldende haplotypes RBC.

I de tilfelde, hvor antiseraspecificiteten blev skarpet efter den pa-
geldende absorption, d.v.s. Kkontaminerende inhiberende antistoffer
fjernet, blev hele puljen af testserum absorberet og derpa testet i-
gen. P4 denne mdde fremkom et panel af B-F typereagenser, der i stor
udstrekning var monospecifikke over for det anvendte typepanel.

De potentielle B-G antisera blev ligeledes testet i hamagglutination,
men 1 den koncentration, som ikke virkede inhiberende i GvH. Ligele-
des blev antiseraspecificiteten segt skerpet ved hj=zlp af absorptio-
ner med RBC fra krydsreagerende haplotyper.

Reaktionsmenstret med det fardige panel af typereagenser er vist i
Tabel 3.4. Den hidtil anvendte fznotypebetegnelse erstattes nu af en
provisorisk haplotype, da det, som det tidligere navnte koblingsfor-
hold, sandsynligger, at B-fznotypen er identisk med B-genotypen. Hap-
lotypen er karakteriseret ved hjelp af dels de fremstillede typerea-
genser mod B-F og B-G antigenerne, dels reaktioner med andre haploty-

per.

I tabellen er angivet, hvilken titer der anvendes i ha&magglutinati-
onstest og i GvH. Den sidste kolonne viser, med hvilke andre alleler
den pagzldende haplotype har antigendeterminantligheder. Kun i ét
tilfelde er hele haplotypen unik (B125); i andre tilf®zlde er det en-
ten B-F eller B-G allelen, der er unik (B123, B128, B121). Oftest er
agglutinationsmenstret en mosaik af kendte og ukendte allelkombinati-
oner. I de angivne tilfzlde er det ikke muligt at fjerne krydsreakti-
onen uden samtidig at fjerne reaktionen over for donorhaplotypen.
Dermed vare ikke sagt, at de pdgazldende alleler er identiske med do-
norens, men at de anvendte polyklonale testsera genkender antigende-
terminanter hos de implicerede haplotyper, der er ens.

Data vedrerende allelidentitet vil ferst vare tilgengelig, nir RFLP
(Restriction fragment length polymorphism) analyser er udfert pd hver
enkelt haplotype for alle MHC-loci. Allelidentitet kan indtil da ikke
udelukkes,men da rekombinationer inden for MHC—kompleksets‘B-F og B-G
alleler er meget sjzldne, er der sandsynligvis tale om antigendeter-
minantligheder mellem de nye allomorfer og allomorfer, fundet i Hvid

Italiener populationer.

|




Tabel 3.4 Karakteristik af typesera til typning af Hvid Plymouth Rock (linie 74) og Hvid
Cornish (linie 85)
Characterization of typingsera used to serctype White Plymouth Rock (Line 74) and
White Cornish (Line 85)

Afkoms— Proviso- Fremstil- Positivt reage- Inhibition Haplotype-
gruppe risk lede type- rende haplotyper Kone. i GvH karakteri-
Fenotype haplotype reagenser (++) Aggl. stik
B101/- Bi121 4 Fi21 B101; B121 1:3 ++ F101, G121
4 G121 B121 1:8 -
B838/- B123 4 F123 B123 1:10 ++ F123, G7
4 G123 B123; B7 1:8 -
B204/- B124 a4 F124 B204; Bl24 1:8 ++ F204, G204
(4 G124) B204; B124 1:8 ++
B1223/- B12S 4 F125 B125 1:10 ++ F125, G125
4 G125 B125 1:8 -
B6/- B126 4 F126 B6; B126; Bl27 1:10 ++ F6, G9
4 G126 B9; B126 1:20 -
B6/- Bl127 & F127 B6; Bl126; B127 1:20 ++ F6, Gw3
4 G127 Bw3; Bl127 1:40 -
B128 4 F125 B125; B128 F125, G19
4 G19 B128; B19
BY/- B129 a4 F129 B4; B13; Bl12; B129 1:4 ++ F13, G6
a4 G129 B6; B129 1:15 -
B21/- B130 4 F130 Bwl; B130 1:5 ++ F21, Gwl
a Bwl; B130 1:30 -
B1;B5;B7;B21;B130;B131 1:10 ++ F21, G126
B4; B13; B132 1:5 ++ Fi3, G?
B133 1:20 ++ F133, G13
B2; B12; B134 1:10 ++ Fl2, G?

e
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Det fremstillede typeserapanel er ferst blevet afprevet i en afkoms-
test, hvori hvert testserum er afprevet over for afkom af bror/se-
sterpafringer inden for hver haplotype. P& denne mi&de sikrer man, at

panelet faktisk er rettet mod B-komplekset.

For at afgere "rzkkevidden" af det nye testserapanel, er dette blevet
afprevet cover for 3 generationer af Hvid Plymouth Rock og Hvid Cor-
nish. Malet er at kunne identificere mindst 95% af disse population-

er.

Under afprevning af testserapanelet viste det sig, at populationerne
indeholdt flere ukendte haplotyper; de fik de provisoriske betegnel-
ser: B131, B132, B133, Bl134 og Bl22. Der blev forsegt rejst B-F allo-
antistoffer mod de nye haplotyper gennem skin-grafting (se appendix
B), efterfulgt af i.v. immuniseringer med WBC. Allocantisera blev der-
efter testet efter samme metode, som de foran omtalte testsera. Viden
om disse haplotyper er stadig utilstrekkelig, hvorfor nye

immuniseringer er planlagt.
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4 HAMAGGLUTINATIONSANALYSE AF TO AVLSLINIER

Det fremstillede testserapanel er anvendt dels til identifikation af
blindprever fra de 2 avlslinier: Hvid Plymouth Rock 74 og Hvid Cor-
nish 85 fra Avlsstationen STRYNG, dels til udvzlgelse af forzldredyr
til et haplotypekontrolpanel, lokaliseret pad Forsegsanleg Foulum.

Kontrolpanelet tjener flere formdl: For det ferste benyttes panelet
som en positiv kontrol over for de testsera, der anvendes til blind-
preverne; for det andet leverer kontrolpanelet donorer og recipienter
til fremstilling af nye testsera; for det tredie anvendes kontrolpa-
nelet til histogenetiske og molekylare analyser af hver enkelt haplo-
type.

I alt 2365 blindprever er afprevet med testserapanelet. Blindpreverne
fordeler sig p& 3 generationer af avlsdyr fra 1985, 1986 og 1987 og
heraf reprezsenterer 1306 individer linie 74.

4.1 Fordeling af B-haplotyper i 3 generationer af Hvid Plymouth Rock
I 1985 blev 52 hanekyllinger og 325 henekyllinger typet; i 1986 for-
delte preverne sig mellem de to ken som 142/342, og i 1987 var for-
holdet 98/343.

Tabel 4.1 viser fordelingen af B-haplotyper i hver af de 3 generatio-
ner samt det samlede antal dyr, der deltog i afprevningerne. Eftersom
de to MHC-kromosomer er kodominante, vil produkterne af de to B-kom-
plekser blive udtrykt som to "hele" haplotyper (én fra hver forzl-
der), bestdende af ét L-, F- og G-produkt fra hvert kromosom.



Tabel 4.1 B-haplotypefrekvenser i 3 generationer af Hvid Plymouth Rock, linie 74
B-haplotype frequency in 3 generations of White Plymouth Rock, line 74

Haplotyper

Ar Antal B121 Bl123 B125 B127 B128 B129 BY Z(p)
1985 (377) 127 197 74 87 37 105 4

f 0,3369 0,5225 0,1963 0,2308 0,0981 0,2785 0,0106

p 0,1857 0,3090 0,1035 0,1229 0,0503 0,1506 0,0053 0,9273
1986 (488) 178 295 26 93 59 105 4

f 0,3648 0,6045 0,0533 0,1906 0,1209 0,2152 0,0082

p 0,2030 0,3711 0,0270 0,1003 0,0624 0,1141 0,0041 0,8860
1987 (441) 106 215 135%) 121 ND 77 15

f 0,2404 0,4875 0,3061 0,2744 - 0,1746 0,0340

p 0,1284 0,2841 0,1670 00,1482 - 0,0915 0,0171 0,8363

(1306) 411 707 331 301 287 23
p 0,1722 0,3228 0,1360*) 0,1228 - 0,1167 0,0088 0,8793

= den fznotypiske frekvens for det i'te gen
p = den genotypiske frekvens for det i'te gen
* = sum af bdde B125- og Bl28-individer

Le
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Imidlertid ber man vere klar over felgende forhold, nar man bruger et
hemagglutinationsassay: For det ferste er det ikke teknisk muligt at
afgere, om det er én haplotype, der udtrykkes i dobbelt dosis (homo-
zygot individ), eller om den ene haplotype er "stum" (et heterozygot
individ med en kendt allel). For det andet giver metoden ingen infor-
mation vedrerende L-produktet respektivt produkterne, da den cellulee-
re komponent er RBC; i denne forbindelse skal man ligeledes erindre,
at antallet af F- og G-produkter er ukendte, eftersom antallet af ge-
ner er ukendt, indtil DNA-analyser er udfert. For det tredie giver
metoden ingen mulighed for at detektere molekylzre ndringer - si som
overkrydsninger. Rekombinationshzndelser inden for B-komplekset er,
som allerede navnt, sjeldne, men en sddan handelse ville i givet fald

forst blive opdaget i neste generation.

Blandt de typede prever fra linie 74 er 23 individer opfert i kolon-
nen BY, hvilket henferer til at begge MHC-kromosomer er '"stumme".
Genotypen for disse individer betegnes BY. Tilstedevarelse af ukendte
haplotyper i populationen vil betyde, at en del tilsyneladende homo-
zygote i virkeligheden er heterozygote, hvor én kendt B-haplotype er

associeret til en stum haplotype.

Omfanget af skjulte heterozygoter er ukendt, men under antagelse af
"Hardy-Weinberg-ligevaegt" er frekvensen af BY 0,13 * 0,02, hvilket
antyder, at andelen af homozygote, som i virkeligheden er heterozygo-
te, er lille. Imidlertid betyder tilstedevarelse af "BY", at udreg-
ning af genfrekvenserne md foretages p& grundlag af "kvadratrodsfor-
melen'" : 1- p; = \fﬁ, hvor p; er frekvensen af det i'te gen, og R er
proportionen af individer, der ikke besidder det i'te gen, hvilket i
dette tilfelde er den fznotypiske frekvens af disse individer.

Usikkerheden ved anvendelse af "kvadratrodsformlen' forstarkes med et
voksende antal af BY, fordi skjulte heterozygote regnes som kendte
homozygote, og disse vagtes ikke, da udgangsverdierne er baseret pi
fznotypiske observationer. Dette forhold afspejles i (p), som diver-
gerer vasentligt fra 1,00 i 1987-generationen.
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Hvad angdr det anvendte testserapanel, sd har dette varet i stand til
at identificere hovedparten af alle F- og G-alleler 1 populationen,
sé&ledes at den serologiske fenotype kan betragtes som individets hap-
lotype, d.v.s. at alle individer, der tilskrives en B-haplotype, rea-

gerede med et szt af F- og G-antisera.

P& denne made er der i L 74 identificeret 5 haplotyper: B121; B123;
B125; B1l27; Bl28 og B129. B128 adskiller sig fra Bl125 ved at agglu-
tinere med anti-Gl9-serum. Dette antiserum er fremstillet pd Institut
for Eksperimentel Immunologi i Hvid Italiener og er sammen med anti-
F19 rettet mod Bl9-haplotypen, der er sardeles hyppig i hens af =g-
legningstypen (Simonsen et al., 1982). Desuden bemzrkes, at i 1987-
generationen skelnedes ikke mellem B125 og B128, hvorfor de typede
135 individer repre®senterer bade B125 og B128. Haplotypebetegnelsen
"BY" dekker over de ialt 23 dyr, der hverken har reageret med anti-
sera fra dette panel eller testsera, rettet mod kendte haplotyper fra
zglzggere. Der er forsegt frembragt antisera mod BY gennem immunise-
ring med fuldblod fra en heterozygot BY-donor i homozygote saeskende.
Ved hj=zlp af dette testserum var det kun muligt at type 2 ud af de 15
dyr fra 1987 generationen; BY md derfor reprasentere mere end én hap-

lotype.

P& grundlag af de 3 generationer er der udregnet en total haplotype-
frekvens for de fem kendte haplotyper samt BY. Fluktuationer mellem
disse vardier og frekvenserne fra de enkelte &r er sd smd, at de kan
tilskrives genetisk drift. L 74 er domineret af B123 haplotypen, som
er reprasenteret i godt og vel en trediedel af populationen, medens
B121; B125 + B128; B127 og B129 hver isar nazsten indgdr med lige sto-

re andele.

4.2 Fordeling af B-haplotyper i 3 generationer af Hvid Cornish

Hvad angdr L 85, s& blev der i alt typet 1059 individer, og heraf ud-
gor 1985-generationen 27 hanekyllinger og 122 henniker; i 1986 var
forholdet 131/295 og i &ret 1987 152/332. Tabel 4.2 gengiver haploty-
pefrekvenserne fra hver &rgang samt den vagtede gennemsnitlige fre-

kvens over ar.




Tabel 4.2 B-haplotypefrekvenser i 3 generationer af Hvid Cornish, linie

85

B-haplotype frequency in 3 generations of White Cornish, line 85

1985 (149) 27 15 60 83 25 3 16 11
f
p 0,0951 0,0517 0,2271 0,3345 0,0877 0,0101 0,0552 0,0376

1986 (426) 13 18 145 275 102 20 36 29
f 0,0305 0,0423 0,3404 0,6455 00,2394 0,0469 0,0845 0,0681
p 0,0154 0,0214 0,1878 0,4046 0,1279 0,0238 0,0432 0,0346

1987 (484) 8 32 180 346 119 13 8 36
f o0,0165 0,0661 0,3719 0,7149 0,2459 0,0269 0,0165 0,0744
p 0,008 0,0336 0,2075 0,4660 0,1316 00,0135 0,0083 0,0379

0,9445

0,9544

0,9514

o€
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- Linie 85 indeholder 9 haplotyper; der alle kan identificeres, hvilket
ikke var tilfzldet i L 74; 7 af de 9 er nye haplotyper, der kun fin-
des i L 85. B121 genfindes i L 74, og B13 er, som feromtalte Bl9, en
haplotype, der er almindelig i Hvid Italiener. Bl3-individerne er
fundet ved hjalp af testsera fremstillet pd Institut for Eksperimen-
tel Immunologi. De to haplotyper B130 og Bi31 har i GvH-analyser vist
identitet med hensyn til F-allelen (tabel 5.1); derudover er der
identitet mellem G131 og G126, hvilket kunne antyde, at B131 er op-
stéet gennem en overkrydsning mellem B130 og B126 F- og G-loci.

Haplotypefrekvenserne for B131 er jzvnt stigende fra &r til &r, det
md derfor formodes, at overkrydsningen har stabiliseret sig i popula-
tionen, og at den sdledes har vist sig at vare gunstig for de pagel-
dende individer. En nzrmere gennemgang af de B130-lignende-haplotyper

prasenteres i naste afsnit.

Ligesom i linie 74 kan bevagelser i haplotypefrekvenserne fra ar til
&r tilskrives genetisk drift; linien er helt domineret af B130; B131
og B126, der reprasenterer 75% af genpuljen, hvoraf de godt 40% er
B130 individer.
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5 VURDERING AF DE OPNAEDE RESULTATER

I narvarende beretning .er MHC-produkterne blevet anvendt som geneti-
ske markerer i en vavstypeanalyse af 2 avlslinier af broilertype. Ma-

let med analysen var:

at fremstille et panel af antistoffer, der var i stand til at
skelne mellem populationens forskellige B-allomorfer

at anvende de opnéede resultater til associationsstudier i relati-
on til genetisk sygdomsresistens og produktionsrettede parame-

tre.

5.1 Alloantiserapanelets rzkkevidde
Med hensyn til det ferste delmd&l har vavstypning for MHC-I og MHC-IV

produkterne igennem 3 generationer vist, at det fremstillede testse-
rapanel kan identificere omkring 90% af Hvid Plymouth Rock-linien og

95% af Hvid Cornish-linien.

For kl.II-produktets vedkommende har det ikke varet muligt at identi-
ficere det ved hj®lp af klassiske serologiske metoder. Den fremtidige
typning for MHC-II vil sandsynligvis blive baseret pa RFLP (Restric-
tion Fragment Length Polymorphism) af det avimre genom under anven-
delse af avizre-MHC-II-prober. Forelebige undersegelser med human-
-MHC-II-g-probe (Anderson et al., 1987) og avier-MHC-II-probe (Lamont
et al., 1987) har vist, at serologisk forskellige MHC-I-allomorfer
ogsd er forskellige med hensyn til MHC-II. Under anvendelse af en
avier-MHC-II-probe bliver opleseligheden vasentlig bedre, hvorfor
bandmensteret for hver MHC-II-allel splittes op i flere band. Det
heraf estimerede antal MHC-II-gener er i sterrelsesordenen 10-12
(Lamont et al., 1987).

5.2 MHC og relationer til avizr leukose

Med hensyn til det andet delmd&l - s& har de forelebige resultater
fort til tiltag 1 begge retninger; i forbindelse med genetisk syg-
domsresistens har arbejdet varet koncentreret om aviar leukose.

Subkliniske infektioner kan fere til reduktion i savel immunrespons

som egenskaber med avlsmassig relevans.
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Data fra to infektionsforseg er under behandling (Hedemand, SH); det
forste forseg blev baseret pd en syntesepopulation af bade Hvid Ply-
mouth Rock og Hvid Cornish oprindelse, hvor hver haplotype blev vag-
tet tilnermelsesvis lige meget. De MHC-typede dyr blev delt i en
kontrolgruppe og en gruppe, der blev udsat for en forhejet dosis af
naturligt forekommende vira {oral infektion).

I det andet forseg blev anvendt laboratoriestammer (Rous sarcoma vi-
rus), reprasenterende to subgrupper; pd denne midde er det muligt at
relatere de opnaede resultater direkte til én virusfznotype, hvilket
ikke var muligt i det ferste forseg. I dette forseg blev de MHC-type-
de dyr direkte pafert virus (injektion i vingehuden).

Resultatet af dette forseg antyder, at dyr, der udvikler sarcom, for-
trinsvis tilherer samme haplotype, og at udviklingen er subgruppe

specifik., (Personlig kommunikation, Jan Hedemand).

5.3 MHC i forbindelse med Marek's disease

Marek's disease (henselammelse) er resultatet af en oncogen herpesvi-
rusinfektion, der indtil 1968 fordrsagede elimination af hele popula-
tioner af dyr. I begyndelsen af 1970'erne péabegyndtes vaccination
iszr med HVT (kalkun herpesvirus), der forhindrede epidemiske udbrud
af MD. Imidlertid har flere undersegelser fra den pagzldende periode
og senere vist, at dyr, der er fanotypisk B21l, er naturligt resisten-
te mod MD.

Undersegelser af rekombinanter, der adskiller B-L/B-F-regionen fra
B-G-regionen, har vist, at MD-resistens er korreleret til B-L/B-F-re-
gionen, men hvilken af disse to regioner, der er ansvarlig, er stadig
ikke afklaret.

Det er lykkedes at "isolere" 4 varianter af B2l-haplotypen med hensyn
til MHC-I og MHC-IV (tabel 5.1) og opformere dette dyremateriale, som
kan anvendes i en challenge test.

B130 og B131 er fundet i Hvid Cornish-materialet, B21 stammer fra
Hvid Italiener, og BW1 en en hybrid af Red Bankiwa chicken.




Tabel 5.1 Serologisk typning og GvH-tests af B2l-lignende haplotyper i forskellige
stammer
Serclogical typing and Graft v. Host tests of B21 like haplotypes in
different strains

Haplotype Specifikation af test sera *)Middellog. af embryomiltvaegt i
F130 G130 F21 Gz21 GW1 Gi2 Gl26 B21/21 B15/15

B130 ++ ++ ++ - ++ ++ - 1,32 +* 0,13 1,93 + 0,28

B131 - - ++ - - - ++ 1,65 * 0,08 2,17 £ 0,11

B21 - - ++ ++ - - - 1,25 ¢ 0,14 2,10 £ 0,22

Bwl ++ ++ ++ - ++ - - 1,32 + 0,17 1,99 £ 0,19

*) Middelvagt af 6 B-homozygote embryomilte.
Mean weight of 6 B-homozygores embryo spleens.

ve
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De 4 varianter er serologisk karakteriseret, og 1 stor udstrakning
viser varianterne forlig i B2l-embryoner. Forelesbige undersegelser
med en aviar MHC-II-g-probe har vist, at de F2l-lignende produkter
faktisk kan skelnes fra hverandre med hensyn til L (Simonsen et al.,
1988). Spergsmdlet bliver dernzst, om en challenge-test ogsd dis-

kriminerer mellem de 4 varianter.

5.4 Fordeling af B-haplotyper i 3 linier selekteret for foder-
udnyttelse

Sammenhznge mellem produktionsrettede faktorer og MHC mid betegnes som
endnu mere kontroversiel end ovennavnte relaticner. Imidlertid er der
allerede taget skridt i denne retning i form af MHC-I- og MHC-IV typ-
ning af 3 selektionslinier af felgende oprindelse: Med basis i linie
85 etablerede man i 1980 3 nye sublinier: 86, 87, 88; og disse linier
blev anvendt i et selektionsforseg, hvis formdl var at undersege ef-
fekten af selektion for foderudnyttelse.

I en periode p& 21 dage, begyndende ved en alder p& 18 dage, blev
kyllingerne registreret for individuel foderoptagelse samt tilvakst i

folge anforte skema:

Linie Selektionskriterium Foder Opdrat.form
e Foderudnyttelse Normalt Bur
87 Foderudnyttelse Reduceret pro- Bur
teinindhold
88 Tilvekst Normalt Gulv
Linie 85 holdes efter samme kriteria som 8as. (Sgrensen et al., 1982,

Beretning nr. §§§). De pdgezldende linier er opretholdt i 7 genera-
tioner efter samme skema., 1986-generationen er blevet MHC-typet og
sammenlignet med L85 fra samme &rgang (tabel 5.2). Umiddelbart an-
tyder tabellen, at diversiteten indsn®vres 1 de 3 sublinier, hvad an-
gar haplotyper. Man skal dog ikke lagge for stor vazgt pd de angivne
frekvenser, dels fordi den oprindelige population fra 1980 er ukendt,
dels fordi de selekterede linier reprasenterer en lille population, i
hvilken man ikke Kkan udelukke genetisk drift og nogen grad af ind-
avl.

|



Tabel 5.2 B-haplotypefrekvenser i 4 linier; 2 selekteret for foderudnyttelse fra argang 1986
B-haplotype frequency in 4 lines; 2 selected for feed conversion. Data from 1986

Li.(ant.) Bi21 Bi24 B126 B130 B131 B132 B133 B134 B13 BY z (p)
85 (426) 13 18 145 275 102 20 36 29 70 -

f 0,0305 0,0423 0,3404 0,6455 0,2394 0,0469 0,0845 0,0681 0,1643 -

p 0,0154 0,0214 0,1878 0,4046 0,1279 0,0238 0,0432 0,0346 0,0858 - 0,9445
86 (138) 23 - 59 96 4 - - 4 14 20

£ 0,1667 - 0,427 0,6957 0,0290 - - 0,0290 0,1014 0,1449 @

p 0,0871 - 0,2434 0,4483 0,0146 - - 0,0146 0,0521 0,0753 0,9354
87 (136) 4 2 37 80 - - 25 17 31 34

f 0,0294 0,0147 0,2721 0,5882 - - 0,1838 0,1250 0,2279 0,2500

p 0,0148 0,0074 0,1468 0,3583 - - 0,0966 0,0646 0,1213 0,1340 0,9438
88 (136) 10 - 47 39 - - 31 - 89 4

f 0,0735 - 0,3456 0,2868 - - 0,2279 - 0,6544 0,0294

p 0,0375 - 0,1910 0,1555 - - 0,1213 - 0,4121 10,0148 0,9322
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I 1988 er oprettet 2 nye linier, der er henholdsvis en sublinie af
L85 og en sublinie af L86., Disse to linier vil blive selekteret for
foderudnyttelse og vakst som linie 86 (personlig kommunikation Poul
Serensen.,) Det vil da blive muligt at felge avlsdyr fra de 2 nye 1li-
nier samt L 86 og L 85 igennem flere generationer, sdledes at data-
settet kan blive sd stort som muligt, og kan anvendes til belysning

af eventuelle sammenhznge mellem de selekterede faktorer og MHC.

5.5 MHC som selektionsparameter

Anvendelse af B-komplekset som selektionskriterium i avlen med slag-
tekyllinger skal opfattes som et muligt supplement til de allerede
eksisterende parametre. Studier af vavstyperne i relation til syg-
domsresistens over for et bredt spektrum af patogene organismer vil
styrke vor viden om de mekanismer, der fungerer p& cellulart niveau,
ogbforhébentlig vil disse informationer finde anvendelse i den mere

praktisk orienterede avlsstrategi.

Det er ikke umuligt, at en haplotype som B21 p& andre méader end den
velkendte resistens mod MD kan have flere fordele, for selv om HVT-
vaccinen beskytter mod epidemiske udbrud, har det vist sig, at en
kombination mellem genetisk resistens og vaccination giver en langt
bedre beskyttelse. Anvendelse af HVT-vaccinationen af alle daggamle
kyllinger har formindsket B2l-frekvensen drastisk blandt =glzggere.
Imidlertid udger frekvensen af B21 i slagtekyllingepopulationer - si
som Hvid Cornish, linie 85, nasten 30%, hvorfor B21 i dette tilfalde
mé& have andre fordele, der ger, at netop denne haplotype foretrzkkes
i selektionen. I hanelinierne inden for slagtefjerkre lsgges serlig
vagt pd parametre som "livskraft"; kan denne parameter relateres til
B21? og hvis den kan, er relationen s& Xknyttet til MHC-I eller
MHC-TII?

I hgnelinierne, d.v.s. her representeret med linie 74, Hvid Plymouth
Rock, er selektionskriterierne desuden lagt an pad =zgydelse. Her er
det klart ingen fordel at bzre B2l-typen, da der i denne population
ikke er fundet én eneste. Derimod findes haplotyper, der er unikke.

Kan der vare korrelation mellem disse typer og zgydelse?

I denne beretning er der kun fokuseret pd B-komplekset, men det kan
selvfelgelig ikke udelukkes, at ogsa andre loci influerer p& de valg-
te selektionsparametre. Koblingsmekanismer til disse loci ber natur-

ligvis underseges og indgd i en samlet vurdering.
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APPENDIKS

A, Fremstilling af alloantisera

Immunisering

Fra den udvalgte donors halsvene (v.jugularis) udtages 20 ml citrat-
blod (4 ml citrat + 16 ml fuldblod). Blodet fordeles p& 8 stk. 10 ml
rer sdledes: 2,5 ml blod + 2,5 PBS (pH = 7,4); forsigtigt paferes ne-
defra med lang kanyle 4 ml, 20°C Ficoll Isopague (specifik densitet
1.077 g/ml); centrifugeres ved 1200 x g i 25 minutter, 20°C. Efter
centrifugeringen opsamles WBC fra interfasen med pasteurpipette til
nyt 10 ml rer (2 pr. 1 nyt rer); tilsat straks PBS (4°) til 10 ml og
resuspendér. RBC fra et centrifugeglas overferes ligeledes til rent
ror og resuspenderes med PBS (4°) til 10 ml. Cellekulturerne vaskes
hver for sig 2 gange ved 200 x g i 6 minutter; supernatant suges af,
og cellerne resuspenderes i rent PBS (10 ml, 4°). Herefter udtages

til tellekammer (Neubauer):

WBC: Indstil til konc. 5 x 107/m1 settes pa kel 4°C;
RBC: Indstil til konc. 2 x 109/m1 szttes p& kel 4°C; = (1%

suspension.

De udvélgte recipienter modtager 1 ugentlig i.v. injektion af 1 ml
cellesuspension x 6. Ved ferste injektion udtages 2 ml serum (kon-
trol), dernzst tappes dyrene for antiserum eller plasma efter 3, 4, 5

og 6 immunisering.

Plasma: I en 20 ml sprejte udtages citratblod (1/5 vol. 3,8 g/100 ml
Na-citrat); centrifugér ved 200 x g i 8 minutter, afpipettér plasma;
fryses ved -20°C.

Serum: I en 20 ml sprejte udtages fuldblod, stilles pd vandbad 40°C,
til det koagulerede blod kan lesnes (eventuelt natten over ved 5°C);
centrifugér ved 200 x g i 8 minutter, afpipettér og frys ved -20°C.

Det fremstillede rdserum/rdplasma skal yderligere absorberes for non-
B og krydsreaktioner samt testes i GvH fegr brug (afsnit C + E).
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B. Fremstilling af alloantisera ved hjzlp af skin-grafting

I nogle tilfelde kan det give stgrre udbytte, hvis recipienterne sen-
sitiveres 14 dage for immuniseringer pabegyndes; kun sterile instru-
menter anvendes, og indgrebet foretages under s& "sterile" forhold

som muligt.

Whattle transplantation

1) Donorens hagelap sprittes, og den nederste 2/3 afske®res; hagelap-
pen spazndes op pa et stk. kork, spaltes og renses med skalpel,
(bindevev fjernes); anbringes i TC-199 + 1%, pen. strep. og klip-
pes i stykker pd 1,5 x 1,5 cm®.

2) Anzstesi af recipienten, (skal faste i 12 timer inden). Recipien-
ten bedoves med i.v. injektion umiddelbart fer indgrebet; dyrets
venstre side lige bag ved vingen pilles fri for fjér og dun, (hu-
den md ikke g& 1 stykker). Narkosen afhznger af sterrelsen (ca.
200-350 pl/udvokset hene), 8 dele Ketalar (ketaminklorid 50 mg/ml)
+ 2 dele Rompun (xylazinum 20 mg/ml).

3) Transplantationsomréddet sprittes, og huden frigeres fra underlaget
ved at lefte den op med en lille hagepincet og skare et lille hul
(undgd bledninger). En steril saks feres ind, og hulrummet udvi-
des; den overfledige hud klippes af, s& hullet passer til trans-
plantatet, der fazstnes med knuder i alle 4 hjerner. Sterilt kom-
pres lzgges over, og selvklzbende plaster vikles rundt om hele dy-

ret.

4) Dyrene lagges til opvagning under observation; tilses daglig, og
plasteret fjerries en uge senere; afstedningen noteres.

C. Rensning af alloantisera ved hjzlp af RBC

Absorption

Réserum/réplasma fortyndes i PBS (1:1). Til absorption for non-B va-
skes de rode blodlegemer i PBS x 3, hvorefter de pakkede RBC tilsat-
tes rdserum/rdplasma i forholdet 1:20 (eksempel: 100 ml rdserum 1:1 +
5 ml pakkede RBC). Blandingen rystes og henstdr ved 20°C i 30 minut-
ter, hvorefter den centrifugeres ved ca. 200 x g i 8 minutter.

f
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Supernatanten (= det absorberede rdserum) testes i hasmagglutination
mod donorhaplotype samt de dyr, der er anvendt under absorptionen.

Hvis raserum reagerer pé& de sidstnavnte, s& absorberes igen.

N&r testserum er "rent" for non-B antistoffer, titreres det i en GvH-
test, hvorefter det yderligere absorberes for krydsreaktioner - sdle-
des: 1 ml testserum i den fundne fortynding absorberes med 1 ml pak-
kede RBC af den forste krydsreagerende haplotype o.s.v. Efter absorp-
tionen udtages 500 upl til GvH-test, medens resten anvendes i en ha-
magglutinationstest mod donorhaplotypen.

Resultatet af GvH-inhibitions-test og hzmagglutinationen vil afgere,
om testserum skal absorberes med den krydsreagerende haplotype eller

ej:
GvH-inhibit. Hemaggl. Absorpt.
af donorlym. mod donor anbefales
Testserum &4 B-F nej nej nej
(immunisering med WBC) ja jal) ja
nej Ja nejz)
ja nej nej
Testserum & B-G: nej nej nejs)
(immunisering med RBC) Ja ja ja4)
ne j ja Jja
Jja nej nej

1) Iflg. GvH-test er MHC-I hos donor- og testtypen identiske; derfor
md hezmagglutinationen tilskrives non-B (testserum ber absorberes
yderligere for dette).

2) Iflg. GvH-test fjernes ingen relevante antistoffer under absorp-
tionen, hvorimod det er tilfeldet under hamagglutinationen. Test-
serum md kasseres.

3) Testserum indeholder antistoffer mod MHC-I, som kun kan fjernes
under absorption med WBC og miltceller fra donortypen.

4) 1Iflg. GvH-test fjernes inhiberende antistoffer (a4 B-F), medens
agglutinerende antistoffer bevares; det potentielt bedste & B-G
testserum,

Proveabsorptioner

Hvis et fzrdigabsorberet testserum giver et atypisk agglutinations
megnster over for en blindpreve, foretages en preveabsorption, d.v.s.
blindpreven vaskes 3 x i PBS, og 200 pl pakkede blodlegemer absorbe
res med 200 ul testserum.
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Hvis supernatanten fra preveabsorptionen ikke giver agglutination med
donorhaplotypen, antages der at ve®re identitet mellem donoren og
blindpreven; omvendt tilskrives en agglutination non-B antistoffer i

testserum.

D. Hemagglutination

Kan udferes pd en &ben-glas plade eller i en rundbundet microtiter-
plade.

1. Aben~-glas plade: 1 drébe alloantiserum + 1 drdbe af en 2% fuld-
blod-suspension blandes forsigtigt pd pladen og henstdr i fugtkam-
mer i 30 minutter. Tilszt 1 drédbe frisk opteet 20% NHP (normal
henseplasma i PBS) og bland forsigtigt. (NHP indeholder hemagglu-
tinationsfremmende faktorer).

Henstédr igen i fugtkammer i ca. 15 minutter; aflzses ved at '"rid-
se" i bloddrdben med pasteurpipette.

2. Microtiterplade: 1 drébe 2% suspension, (pladerne kan szttes pa
kgl natten over) + 1 drédbe alloantiserum blandes pd "mixer". Pla-
derne star fladt i 30 minutter; tilset frisk opteet 20% NHP med 12
kanalpipette ca. 30 pl/brend, og stil den fladt i 5-10 minutter;
herefter skrdt med sidste rakke op i ca. 30 minutter. Derefter
vendes pladerne og aflazses. (Negative prever vil lebe, medens po-
sitive prever er klistret til brendens bund og top).

E. Graft versus Host (GvH) analyser

GvH-reaktioner erkendes som miltforsterrelser hos 19 dage gamle kyl-
lingeembryoer efter i.v.-injektion af én af felgende oplesninger 5

dage tidligere:

0,1 ml frisk citratblod til analyse for MHC-II
0,05 ml testserum + 0,05 ml lymfocytsuspension analyse for MHC-I
0,05 ml abs.testserum + 0,05 ml lymfocytsuspension analyse for MHC-I

Kun i det forste tilfzlde kraves, at B-haplotypen hos embryonerne er
kendt; i alle tilfzlde skal embryonernes haplotype vare Tforskellig
fra test-typens.
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Procedure

14 dage gamle rugezg gennemlyses, og den store vene, der transporte-
rer affaldsstoffer fra fosteret til blommesakken, lokaliseres, og en
1ille rude (0,3 x 0,8 cm®) skares med sandpapirskive uden at beskadi-
ge skalhinden. Hinden klares umiddelbart fer injektionen med paraf-

finolie (1 drébe), hvorefter den enskede oplgsning injiceres.

Ruden forsegles med smeltet voks, og @gget la:gges tilbage i rugema-
skinen med den buttede ende opad. Forholdene begr vzre s& antisepti-
ske, som det er muligt, og =ggene ber ikke udszttes for alt for store

temperatursvingninger.

Hver test udfores i 5 til 6 =g, og det samme antal positive og nega-
tive kontroller udferes. NAr embryonerne er 19 dage, slas hul pa azg-
gene, hvorefter kyllingen tages ud og sléds ihjel med det samme. Kyl-
lingen vejes, milten udtages og kennet bestemmes; milten vejes, og

den geometriske middelvegt findes,

GvH-inhibition

Separation af testlymfocytter fra citratblod. Blodet sedimenterer
spontant i 5 ml volumer ved 20°C i 30 minutter. Cellerne spindes y-
derligere ned i 4 minutter ved 80 g. Lymfocytterne afpipetteres i
rent glas og vaskes x 3 i TC-199 sterilt medium + 2% BSA. Cellekon-
centrationen indstilles efter telling i Neubauerkammer til:

Antal celler x 25 x volumen _ antal ml inh. 2 x 107 celler
2000

sdledes, at hvert embryon modtager 2 x 107 x 0,05 ml =1 x 1O6 cel-

ler.

Til titrering af nyt testserum injiceres 0,05 ml cellesuspension +
0,05 ml testserum i 4 koncentrationer: 1:2; 1:10; 1:50; 1:100 samt en
cellekontrol (0,05 ml medium + 0,05 ml cellesuspension). Testen afger

i hvilken koncentration testserum inhiberer.

GvH-inhibition - release

Testserum i den inhiberende koncentration absorberes in vitro med
testhaplotypens RBC (0,05 ml testserum + 0,05 ml RBC); 0,05 ml super-
natant + 0,05 ml donorlymfocytter, (separeret ved hjalp af ovennavnte
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metode), injiceres. Antistoffer i supernatanten m& reagere med donor

T-lymfocytterne for at inhibere splenomegali.

Da T-cellerne udtrykker F-antigener, men ikke L-antigener, er testen
indikation pé& kl.I-identitet/forskel p& testhaplotypen og donorhaplo-
typen. Der benyttes 4 kontroller i denne test: 1) testserum i inhibe-
rende koncentration + lymfocytter; 2) testserum i koncentration, der
ikke inhiberer + lymfocytter; 3) medium + lymfocytter; 4) testserum,
absorberet med donor RBC + lymfocytter.

F. Mixed Lymphocyte Reaction

Til MLR anvendes steril arbejdsgang i Flow bench, og der benyttes
maksimum 8 dyr/forseg. Dyr, der anvendes som lymfocytdonorer i in vi-
tro kulturer, er mere end 3 maneder gamle. Blodet tappes fra jugular-
venen i sterile sprejter, indeholdende 1/5 vol. dyrkningsmedium med
25 I,E. Heparin (Novo, 5 IE/ml fuldblod). Blodet sedimenterer spon-
tant i 5 ml volumer ved 20°C i 30 minutter i 10 ml sterile rer (Nunc
N-1390-1).

Lymfocytter vaskes ved 200 g i 8 minutter i dyrkningsmedium og resus-
penderes til 5 ml., Cellesuspensionerne deles i1 2 sat ror a 2,5 ml
cellesuspension; de lymfocytter, der skal fungere som stimulatorcel-
ler, mitomycinbehandles ved at tilsztte 100 pl/preve (25 ug/ml), af-
skermes for lys pa vandbad 41°C i 30 minutter. Responderceller vaskes
2 gange og resuspenderes til densitet 1,5 x 107/m1. Stimulatorceller
vaskes 2 gange efter mitomycinbehandlingen og indstilles ligeledes pa
1,5 x 107 /ml.

Ved hjelp af 1 ml steril éngangsspreojte, monteret p& en Hamilton-di-
spenser, "udsds" cellekulturer i 2 sterile rundbundede (Nunc-N262162)
mikrotitterplader med lag s&ledes: lodret x 3 sejler 4 20 pl/brend
stimulatorceller - dernast vandret x 1 rekke & 20 ul/brend responder-
celler, d.v.s. hul A-1; A-2; A-3 indeholder 3 x 105 responder- og 3 x
1O5 stimulatorceller i total volumen p& 40 pl hver, og cellerne stam-

mer fra samme dyr.
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Microkulturerne inkuberer i 72 timer (3 dage) ved 41°C i 5% co, i
mettet vanddamp (Assab T-303 GF, Sverige). De sidste 6 timer af inku-
beringen foregdr efter tilsztning af 0,5 uCi af methyl—3H-thymidin
(Amersham 5 Ci/mM) oplesning, svarende til 20 pl/brend med Hamilton-=
dispenser. Cellerne hestes pad glasfilter med Skantron multiculture
cellehester. Filtrene terres en time ved 90°C (eller natten over ved
20°C) og telles i et minut i 1 ml scintillationsvaske i en B —tzller.
Data prasenteres som et stimulationsindeks, som er forholdet mellem
det geometriske middeltal af triplikaternes tzlletal i MLC-kulturer
og kontrolkulturer.

Buffere og oplesninger

PBS: ("Phosphatbufferet" saltvand - pH 7,3)
til 5 1
130 mM NaCl (MW 58,44) 38 g

8 mM NaZHPO4 * 2H,0 (MW 177,99) 7,1 g

2
20 mM KH2PO4 (MW 136,09) 1,4 g

Oplegses under opvarmning og omrering;

pH indstilles til 7,25-7,30;

destilleret H20 settes til 5 1 ionstyrke:
8,6-8,9 mmho; opbevares ved 5°C.

Na-citrat: Tri-natriumcitrat * 2 HEO(MW 294,1) 38 g/l;
opleses under opvarmning og omregring i 1 1 de-
stilleret H20; fordeles pa infusionsflasker, da-
teres og opbevares ved -20°C.

Til blodprever anvendes 1/5 vol. Na-citratoples-|

ning.

TC-199: 1 brev oplgses i 1 1 destilleret HZO med 3 ml
(10% NaHCO3); opbevares ved 5°C i en uge ellen
nedfryses‘i passende portioner.

Til 100 ml opleses 2g BSA (2%) under omrering;
pH indstilles til 7,3, og oplegsningen steril-fild]
treres; opbevares ved 5°C eller fryses ved -20°C.
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Dyrkningsmedium

Iscove's modificerede Dulbecco's Medium (IMDM 78-5220 Gibco), inde-
holdende 2mM 2-glutamin, 25 mM Hepes buffer, opleses i 300 ml sterilt
vand og tilsattes 3,024 g NaHCOa; tilset 100 IE/ml penicillin og 100
pg/ml streptomycin. Justér til 1 1 og sterilfiltrér; fordeles p& 250
ml flasker og fryses. Umiddelbart fer brug tilszttes sterilfiltreret
7,5 x 107° M ea-thioglycerol (monothioglycerol, Sigma M-1753) og 2%
sterilfiltreret frisk/nyopteet NHS eller 2% BSA (Sigma, Cohn V frak-

tion.

Stamoplesning, 1250 ng/ml (Sigma M~0503)
(1 vial + 1,8 ml sterilt vand)

NB. Giftigt
Methyl-°H-thymidin

Stamoplesning (Amersham 5Ci/mM) = (9,75 ml dyrkningsmedium + 250 pl
*H-thymidin).






