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Indledning

Alle kender en, der er allergisk over for noget. Jeg er ogsa personligt bergrt, da mange i min familie dgjer
med allergi og sensibilitet, hvorfor jeg gerne vil bidrage til forskningsomradet. Nikkel er den hyppigste arsag
til kontaktallergi i hele verden, og findes bl.a. i smykker, pyntegenstande, mg@nter og veerktgj. | Europa har 8-
19% af voksne nikkelallergi, og derfor pavirker nikkelallergi dagligt mange mennesker. Nikkelallergi medfgrer
dermatitis, en inflammation i huden, hvor huden hzever, bobler op og bliver rgd som resultat af kontakt med
metallet. | 1994 indfgrte EU Nickel Directive, som medfgrte en reekke love vedrgrende graensevaerdier for
nikkel. Dette har medfgrt et fald i antallet af mennesker med kontaktallergi for nikkel.! Dette direktiv er dog
kun geeldende i EU-landene, og i mange andre lande udsaettes arbejdere stadig i stor grad for nikkel.
Alligevel findes der i dag ikke et regulzaert laegemiddel mod kontaktallergi %, og der er ikke 100% kendskab til
mekanismerne i huden, som forarsager inflammationen og symptomerne.*

For at etablere en bedre forstaelse for disse mekanismer, vil jeg i dette projekt undersgge et af
signalstofferne i immunforsvaret. Specifikt vil jeg undersgge signalstoffet Interleukin-17A forkortet IL-17As
sammenhang med nikkelallergi, og dermed undersgge om IL-17A er en af de mekanismer, som forarsager
kontaktallergi.

! Nickel Directive: What is the Nickel Directive?. (s.d.).

2| dag er muligheden for behandling kun symptombehandling

3 Sand, Carsten. (2022, 21. November).

4 Ahlstrém, Malin G.., Thyssen, Jacob P.., Wennervaldt, Michael., Menné, Torkil. & Johansen, Jeanne D.. (2019, 24.
Maj).



Problemformulering, formal og relevans

Et tidligere forsgg lavet af Mraz et al.” indikerer at hgje niveauer af cytokinet IL-17A findes i huden ved
kontaktallergi, hvorfor jeg vil undersgge sammenhaeng mellem /L-17A og kontaktallergi. Et andet forsgg
lavet af Todbjerg et al.® indikerer desuden at systematisk behandling med anti-IL-17A7 (se bilag 1) medfgrer
en svag reduktion i reaktionen ved nikkelallergi. Derfor er der allerede fastlagt en sammenhang mellem
allergi og IL-17A. Dog er denne sammenhaeng ikke undersggt dybere og derfor fokuserer mit projekt pa at
undersgge hvornar i allergiforigbet, /IL-17A har indflydelse pa den inflammation, der opstar, nar allergikere
far kontaktallergi forarsaget af nikkel.

Jeg vil arbejde med problemformuleringen:

Kan man, ved at fjerne cytokinet IL-17A i mus inden sensitization fasen, mindske inflammationen ved
kontaktallergi fordrsaget af nikkel?

Viden om sammenhangen mellem IL-17A, immunforsvaret og allergiske reaktioner vil kunne bidrage til en
basal forstaelse af allergi, hvilket i fremtiden vil kunne gavne patienter, der gnsker behandling indenfor
immunsygdomme og allergi samt medicinalindustrien.

Sammenhangen mellem IL-17A og allergi vil blive undersggt ved at benytte metoden fate-reporter mus,
samt en kontaktallergimodel, hvorved jeg lokalt kan fjerne IL-17A i musene og herefter udsaette disse mus
for nikkel. Herefter vil jeg analysere resultaterne ved at oprense RNA og lave en QPCR test for at undersgge
niveauet af IL-17A i musene. Til sidst vil jeg preesentere hypotetisk data, samt fremtidige perspektiver ved
projektet.

5 Mraz, Veronika., Geisler, Carsten. & Bonefeld, Charlotte Menné. (2020, 9. Maj).
6 Todbjerg, Tanja., Zachariae, Claus., Krustrup, Dorrit. & Skov, Lone. (2018, 13. December).
7 Secukinumab



Afgraensning

Mit projekt handler om basisforskning, sadledes man kan fa mere viden om immunforsvaret i forbindelse
med kontaktallergi. Derfor undersgges det ikke hvorvidt fate-reporter mus samt kontaktallergimodellen
virker, da disse individuelt allerede er testet flere gange i andre forsgg, men blot hvilket resultat, der ville
kunne komme ud af undersggelsen. Mit projekt handler om IL-17A, da flere studier peger pa at netop /L-
17A har en forbindelse til allergi. Derfor fokuserer mit studie pa at undersgge hvornar i allergiforlgbet /L-
17A har indflydelse pa inflammationen. Dette ggres ved at fjerne IL-17A fgr sensitization fasen (se
teoriafsnit). | mit projekt benytter jeg nikkel som allergen. Dette er valgt ud fra at nikkel i forvejen er
grundigt undersggt, nemt at arbejde med, meget udbredt og derfor relevant. Det er forventet, at andre
allergener vil give samme resultat, som nikkel. Jeg undersgger desuden kun allergitype 4 (se teoriafsnit),
selvom der findes andre allergityper.

Derudover intenderer jeg ikke at benytte min model til at fremstille medicin mod allergi, selvom dette er en
fremtidig mulighed. Endelig omhandler mit projekt hverken de etiske aspekter ved genmodificering af mus,
eller gkonomiske savel som juridiske aspekter ved godkendelsen af sddanne forsgg.



Teori
Allergi

Allergi er nar ens immunforsvar overreagerer pa helt almindelige stoffer eller partikler. Allergi er sardeles
udbredt i Danmark, da ca. 20-25% af danskerne har det.® Der findes forskellige typer allergi, da allergi er
opdelt i type I-IV.° Kontaktallergi er type IV og denne inflammation i huden opstar kun ved direkte kontakt
med allergenet, som eksempelvis nar smykker overfgrer nikkel ioner til huden.® Selvom nikkel ikke er farligt
for mennesker er det fremmed for kroppen, og derfor nedkaemper immunforsvaret det. Immunforsvaret er
opdelt i 2 dele: Det innate og det adaptive immunforsvar. Disse arbejder i de 2 forskellige faser som
allergiforlgbet for allergi type IV er opdelt i.
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Figur 1. Allergiforlgbet opdelt i sensitization fasen og elicitation fasen. 11

Det innate immunforsvar arbejder i sensitization fasen, der finder sted fgrste gang man udsaettes for et
allergen pa huden.'? Se figur 1. | huden aktiveres kroppens innate immunforsvar, som er kroppens
medfgdte immunforsvar. Her vil eksempelvis hormonet histamin udskilles fra mastcellerne, hvilket skaber
haevelse i huden og forarsager udvidelse af blodkarrene, saledes der dannes en stgrre
blodgennemstrgmning. Derudover dannes T-celler efter ca. fem dage. T-cellerne tilkalder forskellige celler,
som skal uskadeligggre allergenet ved hjalp af signalstoffer/cytokiner og flere af disse, f.eks. histamin
forarsager reaktionen, vi kender som kontaktallergi. Celler kaldet dendritceller tilkaldes ogsa.!® Disse kan

8 Kiichen, Niels . (2021, 14. December)

% Allergireaktioner - hvilke typer findes der?. (s.d.).

10 Ahlstrém, Malin G.., Thyssen, Jacob P.., Wennervaldt, Michael., Menné, Torkil. & Johansen, Jeanne D.. (2019, 24.
Maj).

11 Kongsbak-Wismann, Martin

12 Ahlstrém, Malin G.., Thyssen, Jacob P.., Wennervaldt, Michael., Menné, Torkil. & Johansen, Jeanne D.. (2019, 24.
Maj).

13 Disse kan fagocytere fremmed materie i kroppen, og dermed er de en af de fgrste celler, som reagerer i det innate
immunforsvar.



udsende cytokiner, der fortaller T-cellerne, at de skal blive cytotoksiske, og ved hjeelp af antigener og
cytokiner kan T-cellerne vide, hvad de skal angribe.!* Efter sensitization fasen forbliver T-cellerne i
hudomradet og husker allergenet.?

Naeste gang hudomradet udsaettes for allergenet finder elicitation fasen sted. Se figur 1. Det adaptive
immunforsvar er den primaere faktor i denne fase og bestar af blandt andet T- og B-celler. T-cellerne
aktiverer B-celler og T-celler kan draebe og huske antigener, fra det fremmede i kroppen, mens B-celler
danner og udskiller antistoffer mod det fremmede.'® Da T-cellerne allerede er i huden ved elicitation fasens
start, reagerer de langt hurtigere end ved fgrste kontakt, og de mange forskellige celler fra immunforsvaret
tilkaldes til omradet, hvilket ofte vil skabe en voldsommere reaktion, som kommer til udtryk i huden i form
af redme og klge."’

Cytokiner

Cytokiner, som ogsa kaldes signalstoffer, indgar som en del af immunforsvaret og er sma proteiner.
Cytokiner udskilles af celler, til kommunikation mellem forskellige celler i immunforsvaret og derfor findes
der ogsa mange forskellige cytokiner. Et af disse cytokiner er IL-17A, som er vigtig i bekaeempelsen af
svampeinfektioner i kroppen, men som ogsa spiller en rolle i inflammationen, der opstar ved allergi type IV.
IL-17A er et af de signalstoffer, som seettes i gang nar T-celler reagerer pa et allergen.'8!° Dermed findes IL-
17A allerede i hudomradet ved elicitation fasens start. Hvad /L-17A specifikt ggr i immunforsvaret andet end
at pavirke omradet, som er udsat for et allergen, ved man ikke.

14 Allergi — ndr immunsystemet angriber dig!: Nar alle sikkerhedsforanstaltninger brister. (s.d.).
15 Funch, Anders Boutrup . (2021, 3. November).

16 Bruun, K., Geertsen, P. B. & Helmig, K. (2011).

17 Kongsbak-Wismann, Martin

18L-17A Human: Function. (s.d.).

% Interleukin 17A (IL-17A): Description. (s.d.).



Metodevalg

Fremgangsmaden er deduktiv, og kontaktallergimodellen er valgt, da det er denne metode man oftest
benytter, nar man tester for kontaktallergi. Modellen giver mulighed for at smgre mange forskellige
allergener pd musenes grer, og man kan benytte forskelligt slags genmanipulerede mus efter eget gnske.
Dette giver talrige muligheder for at pavirke mange forskellige variabler i undersggelser af kontaktallergi.

Modellen med fate-reporter mus® er valgt af flere grunde. Mus er valgt pa baggrund af, at deres
immunforsvar ligner menneskers immunforsvar, samt at hele immunforsvaret og ikke en enkelt celle giver
det bedste sammenligningsgrundlag med mennesker. Fordelen ved fate-reporter mus er, at der i musens
genom er indsat genet, der koder for difteria toxin receptoren (DTR) i sammenhang med det gen, der koder
for IL-17A. (Se bilag 2). Det vil sige, man har designet fate-reporter musene ved at krydse genet for /L-17A
med genet for DTR?L. Derfor kan man lave et meget specifikt celledrab af /L-17A producerende celler, ved
injicering af difteria toxin (DT) p& preecis dét tidspunkt, man gnsker.?? Dette er en fordel, da mit projekt
gnsker at fijerne IL-17A fra musene lige f@r forsgget, men ikke i hele musens levetid op til forsgget, som ville
veere tilfaeldet med en mus genmanipuleret til ikke at have IL-17A. Dette ggr de forskellige forsggsgrupper
mere sammenlignelige. Metoden laegger ogsa op til at kunne lave andre fremtidige forsgg, hvor man pa
andre tidspunkter, i enten sensitization fasen eller elicitation fasen, laver et knockout af IL-17A, og
undersgger indvirkningen pa allergi ved dette.

En ulempe ved forsgget er, at teorien pa omradet er begraenset, og derfor kan metoden sla fejl, eller der kan
opsta uforudsete handelser, da der kan vaere andre ukendte faktorer, der spiller ind pa IL-17A, som jeg ikke
har kunnet medregne i forsggsopsaetningen. Dette ville derfor kunne pavirke resultaterne i ukendt retning.

Til at analysere resultaterne maler jeg musenes gretykkelse fgr, under og efter forsgget, hvilket benyttes til
at male, hvor voldsom en allergisk reaktion musene har. Samtidig viser musenes gretykkelse om manglen pa
IL-17A ved sensitization fasen sendrer pa inflammationen ved allergi. Jeg vil benytte quantitative-PCR (QPCR)
til at tjekke om behandlingen med DT har fjernet alt IL-17A. Dette er et kontrolforsgg, for at tjekke om DT
behandlingen er lykkedes.

20 Fate-reporter mus er mus, som er genmanipuleret til at have en difteria toxin receptor (DTR) pa visse celler i
kroppen.

21 Vesely, Maria Carolina Amezcua., Pallis, Paris., Bielecki, Piotr., Esplugues, Enric ., Gagliani, Nicola. & Flavell, Richard A.
. (2019, 22. August).

22 Hvis en celle i musen pé et tidspunkt udtrykker eller har udtrykt IL-17A i sin levetid vil den ogs& udtrykke DTR. Hvis
man i sddan en mus injicerer difteria toxinet, vil toxinet optages i alle cellerne, der udtrykker receptoren og dermed
dgr alle de celler, der udtrykker IL-17A. Det er dermed muligt at sla alle de celler, der er IL-17A producerende, ihjel.



Fremgangsmade

Tabel 1. Oversigt over forlgbet for kontakt-allergi forsag pa IL-17A conditional knockout mus.

Step

Beskrivelse

Kgb af fate-reporter mus

Fate-reporter mus med genet for IL-17A krydset med genet for DTR bestilles.

Maling af grer
(angivet med bla i figur 2)

Musenes gretykkelse males, saledes man kan se, om der er a&ndring under
forspget.

DT behandling
(angivet med gul i figur 2)

Kontaktallergimodellen anvendes. Musene opdeles i 4 grupper af 4:
- Engruppe, der behandles med DT og nikkel.
- Enanden gruppe behandles kun med nikkel.
- Entredje gruppe behandles med en olivenolie-acetone blanding
(Oliv.) og DT.
- Enfjerde gruppe behandles kun med en olivenolie-acetone blanding.

DT Uden DT
Nikkel pasmgres Nikkel/DT Nikkel
Olivenolie-Acetone Oliv./DT Oliv.
pasmgres

Herefter behandles 2 af grupperne: Nikkel/DT og Olivenolie-Acetone/DT med
DT i 3 dage. Her injiceres musene med DT hver dag.

Sensitization fasen:
Nikkel/ Olivenolie-

acetone behandling +DT
(angivet med gron i figur 2)

Musene behandles med henholdsvis enten nikkel eller olivenolie-acetone
blanding, som smgres pa musenes grer hver dag i 3 dage. Olivenolie-acetone
blandingen forventes ikke at give immunreaktion.

Derudover forsaettes pasmgringen med DT i disse 3 dage i de musegrupper,
som skal have det.

Maling af grer
(angivet med bld i figur 2)

Man maler musenes gretykkelse.

DT behandling fortszetter
(angivet med gul i figur 2)

Musene behandles forsat med DT i 3 dage efter sensitization fasen, hvor de
injiceres med DT hver dag. | alt injiceres DT i 9 dage.

Ventetid for akut
inflammation falder

Man venter 21 dage pa at den akutte inflammation falder.

Challenge response-

Nikkel behandling
(angivet med rgd i figur 2)

Musene far endnu engang pafgrt enten nikkel eller olivenolie-acetone
blandingen pa grerne saledes, at elicitation fasen begynder, og man skaber et
challenge response.

Maling af grer
(angivet med bla i figur 2)

Man maler resultatet af forsgget ved at male gretykkelsen for alle grupper.

RNA purification TRIzol-
Oprensning af RNA

Musene slas nu ihjel, og man skaerer deres grer af. Herefter oprenser man
RNA fra musenes grer, ved at benytte RNA TRIzol purification, saledes man
far ultrarent RNA. Denne metode beskrives i bilag 3.

QPCR

Det oprensede RNA benyttes nu til at lave en QPCR. QPCR benyttes til at
kopiere DNA, saledes jeg kan analyserer hvorvidt, der er IL-17A i musenes
grer. Denne metode beskrives i bilag 4.

Databehandling

Resultaterne fra analyserne omkring musenes gretykkelse, samt QPCR
behandles og fortolkes.

23 Et challenge response er reaktionen pa den eksponering, et immunforsvar har varet udsat for.




Forsggsdag

. Dag for méling af gretykkelse
Difteria toxin eksponering
mmmm Sensitization ved nikkel

mmm Challenge response ved nikkel

Figur 2. Fors@gsforlgb over kontakt-allergi forsgg pd IL-17A conditional knock-out mus. Musene udszettes for DT de fgrste 9 dage af
forsgget. PG dag 1-3 pdfares nikkel pG musenes grer, hvilket er sensitization fasen. Pa dag 21 pdfares nikkel igen pd musenes grer,
hvilket er elicitation fasen, og musenes gretykkelse mdles igen.



Budget estimat

Tabel 2. Liste over udgifter. >

Materialer og apparatur Belgb
Fate-reporter mus Daekkes af Instituttet for
Molecular Immunology
Centrifuge Lanes af Instituttet for Molecular
Immunology

Difteria toxin (DT) 4.000 kr.

Nikkel 2.000 kr.

Olivenolie-acetone (kontrol) 1.000 kr.

Trizol til oprensning af mRNA 2.500 kr.

BCP til oprensning af mRNA 1.500 kr.

RNA-to-cDNA kit 1.900 kr.

Primere til QCPR 1.800 kr.

QPCR reagenser 3.500 kr.

Laboratorie-remedier (sasom pipettespidser, kanyler etc.) | 1.800 kr.

I alt 20.000 kr.
Tidsramme
Tabel 3. Oversigt over tidshorisonten for kontakt-allergi fors@g pa IL-17A conditional knockout mus.

Procedure Forventet tid

DT behandling 3 dage

Nikkel/ Olivenolie-acetone behandling +DT 3 dage

2. DT behandling 3 dage

Ventetid for akut inflammation falder 21 dage

Nikkel behandling -Challenge response 1 dag

Mal gretykkelse 1 dag

Oprens RNA+ QPCR 2 dage

lalt 34 dage

24 Kongsbak-Wismann, Martin
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Konklusion og perspektivering
Efter forsgget forventer jeg, at det ved ovenstaende metode, er muligt at mindske inflammationen i huden
ved kontaktallergi forarsaget af nikkel, ved at udrydde de celler, der er eller har vaeret /L-17A producerende.

Jeg forventer et af disse to scenarier: Hvis musene, som er behandlet med DT samt udsat for nikkel har grer,
som er tykkere end kontrolgruppens grer/lige tykke som kontrolgruppens grer indikerer dette, at der ikke er
en sammenhang mellem kontaktallergi inflammation i huden og IL-17A i sensitization fasen. Derimod hvis
musene, som er behandlet med DT samt nikkel har grer, som er tyndere end kontrolgruppens grer indikerer
dette, at der er en sammenhang mellem kontaktallergi og IL-17A i sensitization fasen. Uanset resultatet vil
det laegge op til yderligere forsgg og forskning inden for omradet.

Ud fra min diskussion om mit hypotetiske data (se bilag 15) er min hypotese, at IL-17A kan fjernes ved DT
behandling, og at dette vil mindske inflammationen og dermed gretykkelsen hos musene. Derfor har jeg
lavet noget hypotetisk data over hvilke resultater, jeg forventer. (Se figur 3, figur 4 og figur 5). Pa disse kan
man se, hvordan jeg forventer en stor inflammation hos gruppen af mus uden DT og med nikkel, samt ingen
inflammation hos grupperne, der bliver behandlet med DT. Derudover har jeg ogsa lavet en graf over en
hypotetisk maling af maengden af IL-17A i musene, hvor jeg forventer et normalt niveau af IL-17A i gruppen
uden DT eller nikkel, samt ingen IL-17A i grupperne med DT. (Se bilag 5).

@retykkelse 6 dage efter sensitization

200%
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120%
100%
‘n
60%
Olivenolie-acetone Nikkel Olivenolie-acetone Nikkel + DT
hlanding blanding + DT

Figur 3. Hypotetisk data: Graf over den forventede gretykkelse for hver musegruppe 6 dage efter sensitization.
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Pretykkelse 21 dage efter sensitization
200%
180%
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120%
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80%

Olivenolie-acetone Nikkel Olivenolie-acetone Nikkel + DT
blanding blanding + DT

60%

Figur 4. Hypotetisk data: Graf over den forventede gretykkelse for hver musegruppe 21 dage efter sensitization.

QPCR mRNA koncentration 21 dage efter
sensitization

IL-17A mRNA (pg/mL)
=
P
(=]

40
0

Olivenolie-acetone Nikkel Olivenolie-acetone Nikkel + DT
blanding blanding + DT

Figur 5. Hypotetisk data: Den forventede mangde af IL-17A mRNA for hver musegruppe 21 dage efter sensitization undersggt ved
QPCR.

Hvis denne hypotese bekraeftes laegger dette op til mere forskning inde for /L-17A’s funktion®. Man kan
undersgge andre faser med samme metode og knockoute IL-17A pa andre tidspunkter end i sensitization
fasen. Desuden kan man undersgge andre cytokiner eller andre dele af immunforsvaret ved kontaktallergi. |
alle tilfelde kan forsgg efterprgves ved andre allergener end nikkel.

2 Her er det en fordel, at jeg har benyttet fate-reporter mus

13



Jeg mener, at denne forskning er yderst relevant, da det vil veere en fordel i fremtiden at kunne behandle
kontaktallergi direkte i stedet for blot at behandle symptomerne. Derudover giver mit forsgg ogsa mulighed
for at undersgge hvornar i allergiforlgbet /L-17A evt. er vigtigt, hvilket kan vaere afggrende viden for hvornar
en evt. medicin/behandling skal gives til patienten i et allergiforlgb. Eksempelvis med anti-IL-17A.

14



Kontakt og tak

Jeg vil gerne sige en stor tak til min forskerkontakt Martin Kongsbak-Wismann, som har hjulpet mig igennem
hele mit projekt. Han har givet inspiration, stor stgtte og vejledning fra projektets tilblivelse til
feerdigggrelse. Derudover vil jeg takke min bioteknologileerer Karina Haupt, som har hjulpet mig med
korrektur, samt faglige bidrag og sparring.

Tak til KU, AU og koordinatorer fra Projekt Forskerspirer for professionel undervisning og vejledning
igennem forlgbet.

Min Forskerkontakt:

Lektor Martin Kongsbak-Wismann.

PhD in Molecular Immunology.

Skin Immunology Research Center, Kgbenhavns Universitet.

Min underviser i bioteknologi:

Karina Haupt

Cand. Scient. Biokemi og Molekylaer Biologi.
Gymnasielaerer Roskilde Katedralskole.
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Bilag 1: Secukinumab

Secukinumab er medicin, som benyttes til behandling af leddegigt, psoriasisgigt og rygsgjlegigt. Medicinen
er et biologisk leegemiddel, som haemmer /L-17A. Led-og bindevaevssygdomme opstar nar kroppens
immunforsvar er overaktivt, ved sdledes at haemme dele af immunforsvaret, stoppes gigten.?®

Bilag 2: Gensekvenser i fate-reporter mus
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Figur 6. Constructs of Fate-DTR mice. 27

Bilag 3: Steps for RNA purifikation trizol.

=

LWoNOURAWN

R R R R R R R R
NOoO U WNRO

Der tages 50-100 mg frisk eller frossent materie man vil isolere RNA fra
Tilfgj 1 ml TRIzol reaktant

Homogeniser prgven med en homogenisator

0,2 ml Chloroform tilfgjes og massen blandes

Centrifuger massen i 15 min ved 4 °C ved 12.000 g

Der dannes 3 lag i vaesken hvor det gverste indeholder RNA.

RNA fjernes med pipette og der tilfgjes 70% ethanol og blandes.

700 ul af veesken puttes i en purelink silicone membrane column.
Centriguger massen ved 12.000 g i 15 sek og flyt column fra collectiontube

. Tilfgj wash buffer 1

. Gentag step 9

. Tilfgj wash buffer 2

. Gentag step 9

. Flyt column og tilfgj elution buffer

. Lad vaesken inkubere 1 min

. Centrifuger veesken i 2 min ved 12.000 g

. Fjern column og nederst i recovery tube finds det ultrarene RNAZ

26 secukinumab (Cosentyx) (Led- og Bindevaevssygdomme). (s.d.).

27 Vesely, Maria Carolina Amezcua., Pallis, Paris., Bielecki, Piotr., Esplugues, Enric ., Gagliani, Nicola. & Flavell, Richard A.

(2019, 22. August).
28 Termo Fisher Scientific. (2016, 12. Januar)
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Bilag 4: QPCR-metode

1. Fgrst benyttes reverstranskriptase til at lave RNA om til DNA

2. Enblanding laves af DNA prgven, IL-17A-specifikke primere, nukleotider, Tag- DNA polymerase,
fluorescerende stof og buffer.

3. Blandingen indszttes i QPCR maskine, som har til formal at replikere DNA.

4. Denaturering: Blandingen varmes op saledes hydrogen bindinger gar fra hinanden, og man far 2
Single-stranded DNA strenge.

5. Annealing: Temperaturen seenkes saledes primere binder sig til deres komplimentare strenge og
omgraenser interesse omradet. (en forward og en backward primer).

6. Extension: Haever temperatur igen saledes taq polymerase kan syntesitere udfra primere og lave
double stranded DNA

7. QPCR maskinen kan nu male hvor meget af det fluorescrende stof der er, alt efter hvor meget DNA
derer

8. Herefter kgre cyklus igen og igen: Step 1-7 gentages

9. Pa et tidspunkt er der enten lavet nok DNA til at man kommer over CT-veerdien og man kan male
DNAet, hvis det er der. Hvis det ikke er der, vil det alrig komme over CT-vaerdien. En lav CT-vaerdi
betyder at der er en hgj DNA konc. En hgj CT-vaerdi betyder at prgven indeholder en lav DNA konc.
30 cyklusser giver ca. 10° kopier. ?°

2% UH Hilo DKICP. (2019, 28. Marts).
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Bilag 5: Hypotetisk data- radata

Figur 2
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Figur 3
Forsggsgrupper @Bretykkelse 21 dage efter sensititation .
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Figur 4
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Bilag 15: Overvejelser og diskussion ved hypotetisk data

Grafen med hypotetisk data for hvor tyk gretykkelsen vil veere efter 6 dage er lavet ud fra, at jeg kun
forventer en lille haevelse i gruppen, der far pafgrt nikkel. Denne gruppe vil haeve lidt, da huden pa musenes
grer vil blive irriteret af nikkel ionerne, men ikke har mgdt nikkel fgr, og dermed ikke kommer med en stor
reaktion, som der eller burde komme i elicitation fasen, jf. teori afsnittet. Hos de andre forsggsgrupper,
forventer jeg ikke en sendring i gretykkelsen, da grupperne eksponeret med olivenolie-acetone blandingen
ikke bar pavirke huden pa musenes grer. Desuden bgr gruppen, som har faet nikkel, men ogsa DT
behandling op til og under nikkeleksponering ikke reagerer, da min hypotese er, at IL-17A er vigtigt i
sensitization fasen, og da jeg har fjernet dette inden sentisationsfasen, burde der ikke opsta haevelse.

Grafen for hypotetisk data over musenes gretykkelse 21 dage efter sentitationsfasen er lavet ud fra, at
hypotesen, om at IL-17A er vigtigt i sensitization fasenn,, holder. Derfor forventer jeg, at gruppen, som bade
har faet nikkel og DT behandling ikke haever op, da jeg forventer, der ikke kommer nogen allergisk reaktion
som fglge af fravaeret af IL-17A. Derfor bgr den gruppe have samme gretykkelse som fgr eksperimentet,
ligesom grupperne med olivenolie-acetone blanding heller ikke bgr haeve, da dette ikke bgr aktivere
musenes immunforsvar. Modsat forventer jeg, at haevelsen i musene, som kun har faet nikkel er stor, da
disse mus har vaeret igennem et normalt allergiforlgb, hvormed musenes anden eksponering af nikkel bgr
medfgrer en meget voldsom immunrespons.

Grafen med hypotetisk data over koncentrationen af IL-17A mRNA i de forskellige forsggsgrupper 21 dage
efter sensitization er lavet ud fra en formodning om, at grupperne, som har vaeret behandlet med DT ikke
har noget IL-17A tilbage i kroppen, hvormed det ikke er muligt at detektere noget mRNA fra IL-17A i
musene. Derudover er det forventet, at gruppen der kun er blevet eksponeret for nikkel har en meget hgj
koncentration af mRNA fra IL-17A, som fglge af en meget voldsom immunrespons. Der bgr i gruppen, som
kun er blevet behandlet med olivenolie-acetone blandingen vaere et normalt niveau af mRNA fra IL-17A. Da
denne gruppe ikke er blevet behandlet med DT, bgr der derfor stadig veere noget IL-17A, men da denne
gruppe ikke har haft nogen immunrespons, bgr niveauerne af mRNA fra IL-17A vzere langt lavere end
gruppen med nikkel, som har haft en immunrespons.
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