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Agrip
Krabbamein i blodruhalskirtli er sjukdomur sem hrjair marga karlmenn en pad er algengasta
krabbameinid sem greint var & islandi & arunum 2005-2009. Blédruhalskirtilskrabbamein greinist seint
en medalaldur vid greiningu & islandi er 71 &r. bessi héi aldur vid greiningu veldur pvi ad sumir
einstaklingar kjosa piggja ekki medferd. Sterkustu ahaettupaettirnir fyrir blodruhalskirtilskrabbameini eru
aldur, kynpattur, fjdlskyldusaga og erfdir en margir einkirnisbreytileikar hafa fundist sem tengjast

auknum likum & ad fa meinio.

Markmid pessa verkefnis var ad yfirtja tvd gen med veiruferju i frumulinunni PZHPV7 sem er af
blédruhalskirtilsuppruna til ad sja hvort yfirtjaningin myndi hafa ahrif & svipgerd frumnanna eda
lifedlisfreedilega eiginleika. Genin sem voru valin eru Oct4 og POUS5SF1P1, pad fyrrnefnda er
umritunarpéttur sem stjérnar tjaningu gena i frumum & stofnfrumustigi og hefur verid tjaour i kjarna
krabbameinsfrumna. Hid sidarnefnda er gervigen af Oct4 sem er ad jafnadi ekki tjad en rannsoéknir
hafa synt fram & ad pad er einnig tjad i kjarna krabbameinsfrumna Gr ymsum liffeerum. Astaedan fyrir
vali pessara proteina eru tengsl peirra vid krabbamein. Astaedan fyrir vali blédruhalskirtiiskrabbameins
er s ad POUSF1P1 er stadsett a sveedi i erféamenginu par sem margir erfdabreytileikar tengdir
krabbameini, baedi i blédruhdlskirtli og annars stadar, liggja. Margar rannséknir tengdar Oct4 hafa
verid gerdar. Samspil meginumritunarpattanna sem viéhalda fjdlheefu astandi i fosturfrumum, Oct4,
Sox2 og Nanog, hefur verid skodad i grunninn, Oct4 er tengt krabbameinsmyndandi frumum sem
vidhalda krabbameinsgexlum og pad er einn af Yamanaka pattunum sem voru notadir til ad bda til
fyrstu framkoélludu stofnfrumurnar (e. induced pluripotent stem cells, iPSC). POU5F1P1 hefur minna
verid rannsakad en tengsl pess vid Oct4 sem gervigen pess, tjaning pess i krabbameinum og
stadsetning gervigensins i nalaegd vid erfoafjolbreytileikana sem tengdir hafa verio vid krabbamein

gera pad ad mjog ahugaverdu rannséknarefni.

I pessari ritgerd verda kynntar fyrstu nidurstédur Gr pessu verkefni en til stendur ad halda vinnunni
vid pad afram. Frumur voru reektadar upp eftir smitun og litadar med métefnum. GFP [jébmun var
skodud en greenljdomandi frumur eru til marks um ad smitid hafi tekist. Métefnalitunin bendir til pess ad
yfirtjaningin hafi tekist pé enn eigi eftir ad stadfesta pad. GFP ljomandi pyrpingar ma finna i 6llum
frumulinum, p6 almenn l[jémun sé minnst i POUSF1P1 linunni. Frumur voru reektadar upp i matrigeli
og fyrstu nidurstédur um vaxtarhaefni peirra og svipgerd benda til pess genin hafi einhver ahrif. bad
virdist ljost ad veirusmitid sjalft hefur ahrif a frumurnar en vera mé ad pau ahrif minnki med timanum.
Reektunartima frumnanna i matrigeli er p6 ekki lokid og pessar nidurstddur eru eingdngu visbendingar

um hegdun frumnanna.
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1 Inngangur

1.1 Krabbamein i blddruhalskirtli
Algengasta krabbameinid sem greint var & islandi & arunum 2005 — 2009 var i blédruhalskirtli en 220
karlmenn voru greindir & pessu timabili (Krabbameinsskra islands, 2012). Teeplega pridjungur
nygreindra krabbameina i kariménnum er i blédruhalskirti og a arunum 2002-2006 fengu 93,2 af
hverjum 100.000 karlmanna krabbamein af pessu tagi. Blodruhdlskirtiiskrabbamaein, einsog morg
onnur krabbamein greinast helst i ménnum & eldri &rum en medalaldur vid greiningu er um 71 ar.
Nygengi pess hefur haekkad & islandi & undanférnum aratugum og hefur island haesta nygengid af

Nordurléndunum (Jénasson & Tryggvad®ttir, 2008).

I Bandarikjunum er blédruhalskirtilskrabbamein umfangsmikid heilbrigdisvandamal. bad er
algengasta greinda krabbamein sem ekki er i hid og er orsakavaldur neestflestra daudsfalla tengdum
krabbameinum. Krabbameinsfélag Bandarikjanna (e. American Cancer Society) metur pad svo ad arid
2011 hafi 240.890 karlmenn greinst med blddruhalskirtiiskrabbamein og 33.270 menn daid ar
sjukdémnum.

Mikill munur er & algengi blodruhélskirtilskrabbameins eftir kynpattum. Svartir karlmenn eru
langliklegastir til ad fa blodruhdlskirtiiskrabbamein en 233,8 menn af hverjum 100.000 svortum
kariménnum fengu sjukdéminn samkveemt tdlum fr& arunum 2003-2007 i Bandarikjunum. pad er
talsvert langt yfir medaltalinu sem er 156 menn af hverjum 100.000. Svartir menn eru eini kynpatturinn
yfir medaltali; allir hinir, hvitir menn aettadir fra Evropu, frumbyggjar Nordur-Ameriku, asiskir og menn
fra Sudur-Ameriku eru undir medaltali. Oliklegastir til ad fa blédruhalskirtiiskrabbamein eru

frumbyggjar Nordur-Ameriku en hlutfallid er 75,3 karlimenn af hverjum 100.000 hj& peim.

Fyrir utan kynpatt eru sterkustu ahaettupaettirnir sem hafa ahrif a myndum
blédruhalskirtilskrabbameins aldur, erfdir og par med fjélskyldusaga. Adrir peettir eru taldir hafa ahrif a
myndun blédruhalskirtilskrabbameins og greiningu pess; til deemis matareedi, offita, menntun og

neeringarastand (Brawley o.fl., 2012).

1.1.1 Almennt um blédruhalskirtil

Blodruhalskirtillinn er udtkirtill og i honum myndast megnid af saedisvikvanum og er hann hluti af
kynfeerum karla. Hann er hnattlaga og a steerd vid golfkilu, stadsettur fyrir nedan pvagblédruna og
umlykur pvagrasina. Vokvinn sem blédruhdlskirtillinn seytir er um pad bil fjoroungur af rammali saedis
og eykur hreyfigetu og lifsmoguleika sadfrumna. Vokvinn er punnur, mjélkurlitadur, 6rlitid sur (pH 6,5)
og inniheldur medal annars sitrénusyru sem sadfrumurnar geta notad til ad mynda orku i formi ATP og
hvata sem hvata nidurbroti kekkjunarpréteina sem kekkja saedid eftir sadlat (Tortora & Derrickson,
20009).

Blodruhalskirtillinn  samanstendur af tveimur sveedum, pvi innra og pvi ytra. Gbédkynja

staekkanir eiga oftast uppruna sinn i pvi innra en krabbamein ma oftast rekja til ytra svaedisins. pa



sjaldan sem krabbamein myndast i innra sveedinu dreifir pad sér ekki. Sadfallsrasin (e. ejaculatory

duct) liggur & milli ytra og innra svaedisins og tengist svo pvagrasinni (Blandy, 1998).

1.1.2 Bloédruhalskirtilskrabbamein og gédkynja frumufjélgun

I barnaesku er blédruhalskirtillinn litill en hann steekkar & kynproskaskeidi. Pegar karlmenn eldast pa
verdur oft géokynja frumufjélgun (e. hyperplasia) i innra sveedi kirtilsins, annad hvort i Kirtilfrumum,
bandvefsfrumum, sléttum védvafrumum eda i 6llum frumugerdum. begar innra svaedid staekkar penst
ytra svaedid Ut til ad geta umlukid pad innra og verdur ad lokum eins og punnt lag utan um innra
svaedid. bar sem blédruhalskirtillinn umlykur pvagrasina veldur steekkun i honum pvagtregdu, tidum
pvaglatum og jafnvel blédmigu (e. haematuria) vegna sprunginna aeda i blddruhalskirtli,

bakteriusykinga i pvagblédru eda nyrnasteina.

Blodruhalskirtilskrabbamein myndast oftast i ytra svaedinu. Einkennum pess svipar til einkenna
gookynja blddruhalskirtilssteekkana, erfidleikar vid pvaglat, en auk pess uppgoétvast krabbameinid
stundum vegna meinvarpa, sérstaklega til beina. Karlmenn eru oftast komnir & efri ar pegar peir
greinast og pvi mjog mismunandi hvernig medferd hver og einn sjuklingur polir. Margir deyja med
Ogreind aexli eda frumubreytingar i blédruhalskirtli. Talid er ad meirihluti karimanna sem nad hafa
attreedisaldri séu med krabbameinsbreytingar i blédruhdlskirtli sem mynda ekki alltaf aexli. Sum aexli
sem eru greind eru ekki medhoéndlud vegna aldurs og likamsastands sjuklingsins en medferdin sem
stendur til boda vid blddruhalskrabbameini er geislamedferd, skurdadgerd par sem blédruhalskirtillinn
er fjarlaeegdur eda lyfjamedferd (Blandy, 1998; Yaqoob, 2005).

1.1.3 PSA malingar og tengsl vid blodruhalskirtilskrabbamein

Blodruhdlskirtillinn seytir frA sér PSA (e. prostate specific antigen) sem haegt er ad meela i blodi.
Karlmenn hafa ad jafnadi ladgan styrk pess i blédi en pegar styrkurinn fer ad haekka pa bendir pad til
annadhvort gédkynja staekkunar eda blédruhalskirtiiskrabbameins. NG er ekki meelt med reglubundinni
leit par sem skimad er eftir haekkun a PSA i bl6di asamt endaparmsskodun a bldédruhalskirtli (e. digital
rectal exam) par sem ekki hefur verid synt fram 4 ad pad dragi Ur daudsféllum vegna
blédruhalskirtilskrabbameins (Andriole o.fl., 2009). Margar krabbameinsbreytingar mynda ekki aexli,
sum éaexli leggjast i dvala og auk pess er miklar likur eru & pvi karimenn sem greindir eru deyi ar
einhverju 60ru sokum aldurs &8ur en krabbameinid neer ad draga pa til dauda. Ef einungis veeri farid
eftir styrk PSA i blédi p4 veeru margir karilmenn medhdndladir gegn meinum sem eru til stadar en
myndu ekki 6gna lifi peirra an medferdar.Opeegindin sem hlytust af medferdinni veeru mun meiri heldur
en einkennin krabbameinsins sem eru i mérgum tilvikum litilveeg. PSA meeling er pvi ekki négu sértaek
a heettuna a pvi ad deyja af véldum blédruhalskirtiiskrabbameins (Ablin & Haythorn, 2009; Backer,
1999).

1.1.4 Stigun aexla i blddruhalskirtli

AXIli eru metin eftir pvi hvernig frumurnar lita Ut i HE litudum vefjasneidum. Skalinn sem notadur er til
ad meta aexli i blédruhalskirtli er kalladur Gleason kvardinn. A mynd 1 ma sja niu vaxtarmynstur sem
frumurnar mynda i aexlum skipt nidur i fimm hluta og eru pessi mynstur notud til ad gefa aexlinu

einkunn a bilinu 2-10. Vefjasneidin er skodud i smasja og meginvaxtarmynstur greint, pad sem er
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algengast i sneidinni. Tala meginvaxtarmynstursins er

PROSTATIC ADENOCARCINOMA
svo 16gd saman vid tolu pess vaxtarmynsturs sem er (Histologic Grades)

naest algengast og summan er stigun aexlisins. Ef allar
frumurnar eru i sama vaxtarmynstrinu pa er tala pess
tvoféldud til ad fa rétta stigun. Ef naest algengasta
vaxtarmynstrid er undir 3% af frumunum i vefjasneidinni
pa er pad ekki tekid med og tala
meginvaxtarmunstursins tvofoldud. Pessi stigun gerir
ekki rad fyrir pvi ad fleiri en tvd vaxtarmynstur séu i
vefjasneidinni en ef pridja vaxtarmynstrid er til stadar
med heerri tdlu en hin tvd pa skal pess getid. bvi heerri
sem stigunin er, peim mun illvigara er krabbameinid
(Gleason, 1966; Humphrey, 2004).

1.1.5 Vefjagerd blédruhalskirtilsins

Blodruhalskirtillinn er myndadur af pekjuvefsfrumum og  Mynd 1: Vaxtarmynstur sem

band vefsfrumum. Pekjuvefur er mjog frumupéttur med blodruhalskirtilskrabbameins-
. . _ . frumur mynda i eexlum. Myndin
litlu millifrumuefni og frumunum er haldid saman med er notud til ad stiga aexli Gr
tengjum milli frumuhimnanna. bekjuvefur pekur hol blédruhalskirtli eftir Gleason

. . , , i , kvardanum (Humphrey, 2004)
likamans og einungis 6nnur hlid pekjulagsins er hulin

6drum vef, hin hlidin liggur ut ad holi. Hlutverk pekjuvefsins er ad pekja likamsholin og seyta efnum

sem frumurnar framleida annad hvort beint Gt i millifrumuefnio eda Ut i rasir i kirtlinum.

pekjuvefur hefur taugatengingu en blédéfleedi um hann er ekkert par sem hann inniheldur ekki
&edar. bekjuvefurinn er pvi hadur undirliggjandi bandvef um neeringarefni Gr bl6di og frdsog
urgangsefna sem blodid ber burt. Pekjuvefur skiptir sér mjog 6rt og er i sifelldri endurnyjun.
Bandvefurinn er frumufar midad vid pekjuvefinn og hefur mikid millifrumuefni en gerd pess fer eftir
hlutverki bandvefsins. Bandvefurinn er mjég aedarikur og neerir pekjuvefinn. Sléttar védvafrumur eru
einnig i blédruhalskirtinum (Tortora & Derrickson, 2009; Blandy, 1998). bar sem frumulinan PZHPV7
er pekjuvefsfrumulina og krabbamein i blodruhalskirtli eru upprunnin i pekjuvefsfrumum verdur ekki

fjallad meira um adrar frumugerdir blédruhalskirtilsins (Weijerman o.fl., 1994; Wang o.fl., 2009).

1.2 Stofnfrumur og myndun mismunandi vefja i fosturproska
Stofnfrumur gegna lykilhlutverki i fosturproska par sem peer eru forverafrumur fyrir allar peer
frumugerdir sem hver og ein lifvera samanstendur af. Mismunandi er hversu margar frumugeroir
stofnfrumur geta sérhaefst i eftir pvi hvar i fosturproskanum peer eru staddar. Okfruman verdur til vid
fribvgun eggfrumu med saedisfrumu og er kollud alhaef (e. totipotent), han getur sérhaefst i allar
vefjagerdir likamans og fylgju. Eftir um pad bil fimm daga hefur okfruman skipt sér og myndad
kimblédru (e. blastocyst) sem samanstendur af trophectoderm frumum sem umlykja kimblédruna og
innanfrumumassa sem er fjélhaefur (e. pluripotent) og myndar fostrid. Trophectoderm frumur mynda

fylgjuna seinna i fosturproskanum. A pessum tima i fésturproskanum eru frumurnar i
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innanfrumumassanum ekki lengur alhzefar, paer geta ekki sérhaefst i trophectoderm frumur en peer eru

fiolheefar og geta par af leidandi sérheefst i allar frumur sem mynda heila lifveru.

Um pad bil 15 dogum eftir frjovgun myndast holféstur. ba hafa allar frumur sérheefst i att ad
akvedinni vefjagerd og einu frumurnar sem halda eftir haefileikanum til ad mynda alhaefar frumur eru
kynfrumurnar sem gera pad med pvi ad renna saman vid adra kynfrumu (Sterneckert o.fl., 2012;
Tortora & Derrickson, 2009, Niwa; 2007). | fosturproska spendyra myndast um 200 sérhsefdar
frumugerdir sem allar eru mismunandi en eiga allar eina upprunafrumu, okfrumuna (Boyer o.fl., 2005).

1.2.1 Myndun blédruhélskirtilsins

Blodruhalskirtillinn byrjar ad myndast i 10. viku fésturproskans ut fra UGS (e. urogenital sinus). Vid 8.
viku fésturproska byrja karlhormén (e. androgen) ad myndast og pa adgreinast kynfeeri karlkyns og
kvenkyns féstra. Blédruhalskirtillinn myndast sem einsleitt liffaeri en kirtillinn adgreinist ekki i innra og
ytra sveedi fyrr en vido kynproska. Samskipti milli bandvefskimfrumna (e. mesenchymal cell) og
pekjuvefsfrumna eru undirstdduatridi i myndun blédruhalskirtilsins. Pau verda fyrir tilstilli karlhormons
viotaka i bandvefskimfrumum i UGS sem valda pekjuvefs Gtvexti og myndun greinoéttrar formgerdar i
blodruhdlskirtinum. UGS hefur tvd 16g, innra lagid er ur pekjuvefsfrumum og ytra lagid ar
bandvefskimfrumum, i midjunni er holrdm. Fyrst er myndun blédruhélskirtils akvoréud, svo bunga
pekjuvefsfrumur ut ar UGS (e. budding) og mynda strengi af pekjuvefsfrumum i gegnum
bandvefskimfrumulag. Strengirnir verda sidan holir ad innan og mynda kirtiiganga sem lengjast og
greinast i sundur. bekjuvefsfrumurnar sérhaefast sidan i blédruhalskirtilsfrumur (luminal, basal og
neuroendocrine frumur) samhlida myndun kirtilganganna. petta er ferillinn i gr6fum drattum en margt

er ekki skilid vardandi myndun blédruhalskirtilsins.

Miklar upplysingar hafa fengist med pvi ad skoda proskun blédruhdlskirtils i misum og rottum
b6 ad grundvallarmunur sé a gerd liffeeranna milli tegundanna. Blédruhalskirtli i masum er skipt i bl6d
og hann heldur afram ad greinast eftir faedingu. Blddruhalskirtill i ménnum er i heilu lagi og vid
faedingu er hann fullgreinottur. | badum tilvikum vex hann ekki i fulla steerd fyrr en & kynproskaaldri
(Meeks & Schaeffer, 2011; Risbridger o.fl., 2005; Pritchard & Nelson, 2008; Sotomayor o.fl., 2009).

Mikill fjoldi préteina og horména koma ad pessu ferli, fyrst skal nefna karlhorménin en an peirra
myndast enginn blddruhalskirtill. Nkx3.1, umritunarpattur sem er tjaour i UGS og i pekjuvef
blodruhalskirtilsins, prju af Hox genunum, tvd Fox genanna auk Sox9, FGF (e. fibroblast growth factor)
0g margra annarra taka oll patt i myndun blédruhalskirtilsins. Margar vel vardveittar bodleidir (e.
signaling pathways) eru nyttar vid proskun hans, til deemis Wnt, hedgehod og Notch (Meeks &
Schaeffer, 2011; Wang o.fl. 2008). proskun mismunandi vefja og rétt sérhaefing stofnfrumna er
geysilega mikilveeg fyrir uppvoxt allra lifvera. A pessu ferli parf ad vera nékveem stjérnun.

Umritunarpeettir sja ad miklu leiti um pad en peir stjdrna genatjaningu likamsfrumna.

1.3 Almennt um umritunarpaetti

Umritunarpeettir pekkja akvednar DNA radir og koma annad hvort umritun af stad eda hindra hana.
Peir geta lika haldid &kvednum genum i vidbragdsstodu. Oll verk umritunarpatta eru unnin sem svar

vio bodum sem berast Gr umhverfinu. Umritunarpaettir eru einn steersti hopur préteina i erfdamenginu
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en um pad bil 10% gena kdéda fyrir umritunarpattum. Umritunarpeettir bindast styrisvaeedum sem geta

verid nalaegt genunum eda fjarleeg, i allt ad hundrada kilébasa fjarlaegd (Young, 2011).

1.3.1 Almennt um Oct4

Umritunarpatturinn Oct4 (e. Octamer binding transscription factor 4) gengur undir mérgum néfnum, til
deemis Oct3, Oct3/4 eda POUSF1. | pessari ritgerd verdur umritunarpatturinn kalladur Oct4 og
samsvarandi gen Oct4. Gervigenid sem mest er fjallad um er POU5SF1P1 og samsvarandi gen er
POU5SF1P1. Oct4 er kjarnaprétein sem hefur POU-hneppi sem binst vid rédina ATTTGCAT a
styrisvaedum. Oct4 er tjad af Oct4 geninu & litningi 6. Tvd mismunandi spleest umrit eru til af geninu en
umrit 1 (stundum kallad Oct4A) er umritunarpatturinn Oct4. Umrit 2 (Oct4B) er umfrymisprétein sem
hefur ekki ahrif & stofnfrumueiginleika. Til eru sex gervigen af Oct4 geninu i erfdamengi mannsins
(Panagopoulos o.fl., 2008a). bratt fyrir ad Oct4 sé mikilveegur umritunarpéttur hja stofnfrumum pa er
tjaning Oct4 ekki einungis hja stofnfrumum pvi umritunarpattinn er medal annars ad finna i einkjarna
frumum i blodi (e. peripheral blood mononuclear cells; PBMC). bvi er ekki heegt ad nota hann sem
einkenni & stofnfrumum og ekki haegt ad segja ad tjaning Oct4 sé til marks um fjélhaefni (Zangrossi
o.fl. 2007).

1.3.2 Uppruni gervigena

Gervigen hafa DNA réd sem likist mjog virkum genum og eru annad hvort afleiding tvofoldunar i
erfdamengi eda retréstokkla (e. retrotransposon). Gervigenin myndudust fyrr i préunarségu mannsins,
hafa safnad i sig stokkbreytingum i timans ras og eru par af leidandi morg 6virk. Tveer megingerdir eru
til af gervigenum; unnin gervigen og 6unnin. Unnin gervigen myndast pegar spleestu mRNA er skotid
inn i DNA med hjalp retrostokkla. Slik gervigen innihalda ekki innradir en hafa fjol-A hala likt og spleest
mRNA. Ounnin gervigen stafa af tvéféldun & genum sem getur att sér stad fyrir mistok pegar fruman
tvofaldar erfdaefni sitt. Slik gervigen eru oftast lik upprunalega geninu hvad vardar innradir og annad

hvort hefur genid tvofaldast alveg eda pa ad einhvern hluta pess vantar (Rouchka & Cha, 2009).

1.3.3 Gervigen Oct4

Gervigen af Oct4 eru sex talsinsi erfdamengi mannsins. bPau eru & litningum 1, 3, 10, 12 og tvo peirra
eru & litningi atta. Oll eru petta unnin gervigen nema pad sem er & litningi 3 og reiknud amindsyrurod
peirra hefur 84,7-97,8% samsvorun vid umritunarpéttinn Oct4. pad gervigen Oct4 sem hlotid hefur
mesta athygli, og er vidfangsefni pessarar rannsoknar, er genid POU5F1P1 sem er annad gervigenid
a litningi 8 (8q24). POU5F1P1 genid er med 97,5% samsvorun vid Oct4 og kddar fyrir proteini sem
hefur 95% samsvorun vid umrit 1 af Oct4. Proteinid POUSF1P1 er kjarnaprétein og getur stjérnad
umritun likt og Oct4, en POUSF1P1 er mun veikari umritunarpattur en Oct4 (Suo o.fl., 2005; Pain o.fl,
2005; Liedtke o.fl., 2007; Panagopoulos o.fl., 2008a).

1.3.4 Virkni gervigena
Lengi hefur verid litid & gervigen sem rusl DNA, p.e. ad pau gegni engu hlutverki og séu ekki tjad. pad
er ekki tilfelli® med gervigen Oct4 en komid hefur i lj6s ad sum peirra, POUSF1P1 4 litningi 8 og

gervigenid a litningi 10 eru tjad i ymsum krabbameinsvef en ekki i venjulegum likamsfrumum.
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Gervigenid a litningi 10 virkar ekki sem umritunarpattur en POU5SF1P1 er veikur umritunarpattur sem
getur mogulega stjornad umritun & Oct4 geninu og par med tengst krabbameinsmyndun (Suo o.fl.,
2005).

Tilvist gervigenanna gerir rannsoknir erfidar par sem pau geta dulbdist sem maédurgenid. Til
daemis ef DNA hefur ekki brotnad almennilega nidur med DNasa meltingu adur en cDNA er gert (t fra
mRNA fyrir rauntima-PCR pa geta visarnir magnad upp gervigen ur 6llu erfdamenginu sem veldur
falskri jakvaedri svorun. Baedi unnin og éunnin gervigen geta valdid pessu. bvi er mikilveegt ad vanda
valid & visunum sem notadir eru til ad ganga Ur skugga um ad peir séu sérteekir fyrir Oct4 genid ef

tilgangurinn er ad magna pad upp (Liedtke o.fl., 2007; Panagopoulos o.fl., 2008b).

1.3.5 Sameiginleg einkenni Oct4 og POU5F1P1

Oct4 og POUS5SF1P1 eru mjog lik prétein. Pau hafa moérg sému hneppin, til deemis er sama
einkennisamindsyrur6d homeodomain hneppisins og tveer einkennisradir POU hneppisins i badum
préteinunum. POU hneppid er um 150-160 aminésyrur ad lengd og er sérkenni POU
umritunarpattanna. POU5F1P1 hefur einni faerri aminésyru, 359 as. medan Oct4 hefur 360 as. og 14
as. ber ekki saman i amindsyrurédinni (Rizzino, 2009; EMBL-EBI o.fl., 2012a, 2012b).

1.3.6 Stadsetning POU5F1P1

POUSF1P1 er stadsett & litningi 8, & svokélludu 8924 sveedi. Genid er ~15 kb fyrir nedan
einkirnisbreytileikann (e. single nucleotide polymorphism; SNP) rs6983267 sem hefur verid tengdur vid
aukna haettu & blodruhalskirtilskrabbameini og ristilkrabbameini og 824 svaedid i heild hefur verid
tengt vio margvisleg krabbamein. Sveedio er 1,18 Mb ad steerd og liggur milli FAM84B gensins sem er
pradhaftsmegin og c-MYC genid sem er litningsenda megin. Badi genin hafa verid tengd vid
krabbamein; FAM84B er tengt brjdstakrabbameini en litid er vitad um virkni pess. c-MYC er yfirtjad
baedi i brjéstakrabbameini og i blédruhalskirtiiskrabbameini og ef dregid er ar tjaningu c-MYC i
krabbameinsaexlum minnkar voxtur peirra, baedi i reektunum og i tilraunadyrum (Ghoussaini o.fl.,

2008). c-MYC gegnir lika storu hlutverki i ad vidhalda fjolhaefu dstandi fosturfrumna (Young, 2011).

A 8g24 svaedinu hafa verid greindar 5 setradir (e. haplotypes) sem tengdar eru krabbameinum,
ein peirra var tengd brjostakrabbameini, prjar tengdar blédruhalskirtiiskrabbameini og ein var tengd
aukinni haettu a blédruhalskirtils-, ristil- og eggjastokkakrabbameini (Ghoussani o.fl., 2008). Nyrri
rannsokn hefur synt fram a ad engin tengsl eru milli einkirnisbreytileika a 8924 sveedinu og
eggjastokkakrabbameins (White o.fl. 2010). Adrar rannsoknir tengja einkirnisbreytileika a 8924
svaedinu vid aukna heettu & myndun blédruhalskirtiskrabbameins (Ciampa o.fl., 2011) og
ristilskrabbameins (Mimori o.fl.,, 2012; Tomlinson o.fl., 2007). brétt fyrir ad setradir a 8924 sveedinu
hafi verid tengdar krabbameini eru engin pekkt, virk gen par, petta er svokollud eydimork i
erfdamenginu. A pessu svaedi er einungis gervigenid POU5SF1P1 sem er ekki tjad i venjulegum vefjum
en hefur verid tjad i krabbameinum (Kastler o.fl., 2010, Suo o.fl. 2005).
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1.4 Hlutverk og virkni Oct4

1.4.1 Vidhald fjélhaefni i fésturstofnfrumum

| fésturstofnfrumum er fjdlhaefu astandi vidhaldid med premur meginumritunarpattum; Oct4, Sox2 og
Nanog. Oct4 og Nanog eru taldir vera lykilpaettir vegna pess hvernig peir eru tjadir i fésturfrumum og
tilraunum sem syna ad peir eru naudsynlegir til ad fruman haldi fjdlhaefni sinni (Chambers & Smith,
2004; Nichols o.fl., 1998). Oct4 myndar misleita tvennd (e. heterodimer) med Sox2 i
fosturstofnfrumum og pvi er Sox2 naudsynlegur fyrir virkni Oct4. Nanog binst & s6mu stadi
erfdamengisins og Oct4/Sox2 tvenndin, er naudsynlegur fyrir fjdlhaefni fosturstofnfrumna i
innanfrumumassanum i fosturproska og er pvi talin meginumritunarpattur i stjorn fjélheefs astands
(Young, 2011; Boyer o.fl., 2005; Silva & Smith, 2008). Meginumritunarpaettirnir vinna saman ad pvi ad
gen sem vidhalda fj6lheefu astandi séu tjad og ad umritunarpaettir sem styra myndun
sérhaefingarpréteina séu ekki tjadir. Fruman vidheldur fjdlheefu astandi medan ekki berast bod um

annad (Young, 2011).

1.4.2 Virkni meginumritunarpatta

Meginumritunarpeettirnir prir sem vidhalda fjdlhaefu astandi fésturfrumna bindast styrisveedum sjalfs
sin og stjorna magni med jakvaedri svbérun (e. positive feedback). Ef magn eins af pessum pattum
minnkar pa sérhaefist fruman. Oct4 og Nanog geta bundid og virkjad marga adra umritunarpeetti, til
deemis c-Myc og Kilf4, sem skyrir ad hluta til hversu vidtaek genastjérnunarahrif peir hafa. Ef virkni
meginumritunarpéttanna er stédvud byrjar strax tjAning margra umritunarpatta sem stjérna sérhaefingu
sem bendir til pess ad genin séu i vidbragdsstéou (Young, 2011). Oct4 og Nanog hamla tjaningu
sérhaefingarumritunarpétta medal annars med hjalp SetDB1 og Polycomb hépsins sem hafa ahrif a

hvernig litningarnir vefjast 4 histénurnar (Young, 2011, Bilodeau o.fl., 2009).

Meginumritunarpeettirnir hvata tjaningu gena med pvi ad setjast d&samt 6drum fylgipattum (e.
cofactor) a styrisveedi gens og bindast RNA polymerasa Il sem byrjar pa ad umrita genid. Svaedi sem
binda alla meginumritunarpaettina hafa venjulega eflivirkni fyrir genatjaningu (Young 2011; Kagey o.fl.,
2010). Fundist hafa markgen sem Oct4 stjérnar dsamt Sox2, til deemis FGF-4 (e. fibroblast growth
factor-4), umritunarfylgipattinn Utf1 og umritunarpattinn Rex-1 (Zangrossi o.fl., 2007) en ramlega 1000
bindiset eru pekkt i erfdamenginu fyrir Oct4 (Loh o.fl., 2006).

Oct4 stjornar tjaningu & mismundi genum eftir pvi i hvada frumu pad er virkt, til deemis kveikir
Oct4 & 66rum genum i fésturstofnfrumum heldur en i bandvefskimfrumum p6 svo ad virkni genanna
sem kveikt er & sé lik (Greco o.fl., 2007). Nakveem stjérnun a magni Oct4 i kjarna fjélheefra frumna er
naudsynleg. Ef Oct4 genid er slegid Ut eda tjaning pess minnkud pa afsérhaefast fjdlhaefu
stofnfrumurnar i trophectoderm frumur sem mynda fylgjuna (Hay o.fl., 2004). Ef Oct4 tjaning er aukin i
fésturstofnfrumum, jafnvel minna en tvofalt, pa sérheefast frumurnar i midlags- (e. mesoderm) eda

innlags- (e. endoderm) frumur (Niwa o.fl., 2000).

1.4.3 Vefjasértaekar stofnfrumur
Vefjasérteekar stofnfrumur (e. adult stem cells) eru til i mérgum vefjum likamans, til deemis i

meltingarvegi, brjéstvef og beinmerg (blodmyndandi stofnfrumur). Sérhaeféar frumur geta verid mjog
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skammlifar og pad parf ad sja til pess ad alltaf sé nég af frumum til ad leysa af holmi paer sem drepast.
Pad er hlutverk vefjasértaekra stofnfrumna, paer skipta sér mjog fljétt og sumar dotturfrumurnar halda
stofnfrumueiginleikunum en adrar sérheefa sig. Vefjasértaekar stofnfrumur geta stillt hversu oft peer
skipta sér saman vid porf liffeerisins fyrir endurnyjun og alltaf er jafn fjoldi af vefjasértaekum
stofnfrumum (Sotomayor o.fl., 2009; Dalerba o.fl., 2007). begar détturfrumur stofnfrumna sérhaefast
verda fyrst til mégnunarfrumur (e. transit amplifying cells) sem hafa minni tilhneigingu til ad
sjalfsendurnyjast og meiri tilhneigingu til ad sérheefast (Jones & Watt, 1993). Oct4 er tjad i kjarna

vefjasértaekra frumna (Tai o.fl., 2005).

1.4.4 Krabbameinsmyndandi frumur

Krabbameinseexli innihalda mjog misleitar frumugerdir pratt fyrir ad krabbamein séu upprunnin fra
einni frumu. Pad er utskyrt med pvi ad upprunafruman sé svokollud krabbameinsmyndandi fruma (e.
cancer stem cell eda cancer initiating cell) sem deila nokkrum eiginleikum med stofnfrumum. Fruman
er pa sjalfsendurnyjandi, getur skipt sér og sumar détturfrumurnar halda stofnfrumueiginleikum og
sumar geta sérheefst i allar peer vefjagerdir sem aexlid samanstendur af. beer eru taldar vera litill hluti
af frumunum i eexlinu og haegt er ad flokka paer fra 6drum aexlisfrumum eftir vidtbkum a
frumuhimnunni en krabbameinsmyndandi frumur eru medal annars med CD44, CD133 og EpCAM
vidtaka (Alison o.fl., 2010; Kong o.fl., 2011; Floor o.fl., 2011; Tang, o.fl., 2007).

Talid er ad pessar frumur geti lifad af krabbameinsmedferdir og valdi pvi ad krabbamein tekur sig
upp aftur eftir meoferd. beer eru einskonar fordablr af frumum fyrir krabbameinseexli. Ef
krabbameinsfrumur Gr aexlum eru adgreindar i mismunandi hépa eftir viotokum & frumuhimnu og
sprautad inn i éneemisbeeldar mys geta adeins krabbameinsmyndandi frumur endurmyndad eexlio i
musunum med sdému frumufjdlbreytninni (Kong o.fl., 2011; Lapidot o.fl., 1994). Collins og félagar
(2005) fundu Gt ad krabbameinsmyndandi frumur i blédruhdlskirtiiskrabbameinsaexlum eru merktir
med CD44, CD133 og a,B;:" (mikil tjaning). Um pad bil 0,1% af frumum i sexlunum var med pessa

svipgerd.

1.4.5 Uppruni krabbameinsmyndandi frumna

brjar tilgatur eru um tilurd krabbameinsmyndandi frumna; ad vefjasértaekar frumur stokkbreytist i
krabbameinsmyndandi frumur eda ad mognunarfrumur eda sérhaefdar likamsfrumur stokkbreytist og
afsérheefist i krabbameinsmyndandi frumur (Sotomayor o.fl., 2009; Visvader & Lindeman, 2008). Vera
ma ad krabbameinsmyndandi frumur geti att uppruna sinn i 6éllum pessum frumugerdum par sem
tilgaturnar Gtiloka ekki hvor adra. Rok fyrir pvi ad vefjasértaekar stofnfrumur séu upprunafrumur eru
pau ad krabbamein er sjukdomur sem tekur oftast langan tima i myndun, frumur safna i sig
stokkbreytingum a léngum tima og mynda ad lokum krabbameinsaexli med o6stjornanlegri
frumuskiptingu. I mérgum vefjum likamans eru einu frumurnar sem lifa négu lengi til ad safna i sig
stokkbreytingum vefjasértaekar stofnfrumur (Dalerba o.fl., 2007; Tai o.fl., 2005, Alison o.fl., 2010).

1.4.6 Tjaning Oct4 i krabbameinum
Umritunarpaettirnir sem tengdir hafa verid vid fj6lhaefar stofnfrumur, Nanog, Oct4, Sox2 og c-Myc, eru

lika tjadir i kjarna krabbameinsmyndandi frumna. Tjaning umritunarpattanna er meiri i illa proskudum
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aexlum (e. poorly differentiated tumors) (Ben-Porath o.fl., 2008; Chen o.fl., 2008). Synt hefur verid fram
a ad Oct4 er tengdur krabbameinslyfjabnaemi. Linn og félagar (2010) bjuggu til krabbameinsfrumulinu
Ur blédruhalskirtli sem var 6neem fyrir algengum krabbameinslyfjum og frumurnar reyndust auka
tjaningu a Oct4 og peim genum sem Oct4 stjérnar tjaningu a. Lungnakrabbameinsfrumur sem hafa
CD133 yfirbordsproétein a frumuhimnunni hafa aukna tjaningu a Oct4 en petta yfirbordsprétein er tengt
krabbameinsmyndandi frumum. begar tjdning Oct4 var minnkud med si-RNA breyttist svipgerd
lungnafrumnanna, peer foru fra pvi ad vera hnattlaga og fljotandi i aeti i pad ad vera pekjuvefslegri og
fastar vid botninn. Eins minnkadi tjaning & CD133 yfirbordspréteininu (Chen o.fl., 2008).

1.4.7 Framkalladar stofnfrumur

Oct4 er heegt ad nota til pess koma venjulegum likamsfrumum (e. somatic) aftur & stofnfrumustigio og
mynda framkalladar stofnfrumur. | venjulegum fésturproska er sérheefing frumnanna 6vidsnianleg en
na eru haegt ad taka sérhaefda likamsfrumu og afsérhaefa hana i tilraunaskyni. bPa er likamsfruma

endurforritud til pess ad geta sérheeft sig i allar frumugerdir sem parf til ad mynda lifveru.

Afsérheefingu var fyrst ndd fram med pvi ad yfirtja umritunarpeettina Oct4, Sox2, Klf4 og c-Myc
med retro veiruferjum i sérhaefdum frumum (Takahashi & Yamanaka, 2006; Takahashi o.fl., 2007).
Sidan pé hefur verid reynt ad faekka umritunarpattunum sem nota parf. Pegar veiruferjur eru notadar
er alltaf haetta 4 ad genid fari inn i erfdamengid & viokveeman stad og innskotid valdi stokkbreytingum
sem hafa &hrif & frumuna. Kim og félogum (2008) tokst ad afsérheefa taugastofnfrumur med tveimur
umritunarpattum og ari seinna tékst peim ad framkalla fjélhaefar stofnfrumur ar taugastofnfrumum meo

pvi ad yfirtja eingdngu Oct4 en Sox2 er tjad nattarulega i pessum frumum (Kim o.fl., 2009).

Framkalladar stofnfrumur parf ad bera saman vid fosturstofnfrumur til ad sja hversu likar peer
eru og hvort paer hafi somu eiginleika. Fosturstofnfrumur voru fyrst einangradar Gr mus &rid 1981 og
svo Ur manna fosturvisum sem hoféu verid banir til fyrir teeknifrjovgun arid 1998 (Thomson o.fl., 1998).
Fasturstofnfrumur eru fjdlhaefar og einkennast af pvi ad haegt er ad raekta paer i tilraunaskyni an pess
ad peer tapi sérhaefingareiginleikum sinum, pad er heegt ad sérhaefa frumurnar i 6ll kimlégin og peer
mynda furdueexli (e. teratoma), sem innihalda frumur sem hafa sérhaefst ar 6llum kimlégum fostursins,
ef peim er sprautad i 6neemisbeaeldar mys (Gudjonsson & Steingrimsson, 2003; Sternckert o.fl., 2012;
Pera & Tam, 2010).

1.5 Inngangur ad adferdafraedi

1.5.1 PCR og touchdown mégnun

Grunnvinnan vid petta verkefni byggir ad miklu leiti & fjdllidunarkedjuhvarfi (e. polymerase chain
reaction, PCR) sem verdur hér eftir kallad PCR. pessi adferd var notud til ad magna upp bata ir DNA
sem innihéldu genin sem atti ad yfirtja. Til pess ad PCR vinnan yrdi sem nakvaemust og skilvirkust var
notud touchdown mdognun sem byggir & pvi ad hitinn sem visarnir festast a DNA praedina
(p6runarstigio) vid er hafdur mjog hér i fyrstu og laekkadur eftir pvi sem lidur & keyrsluna. betta er gert

til ad koma i veg fyrir 0sérteeka porun i fyrstu hringjum keyrslunnar.
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1.5.2 Skerdihvatar og virkni peirra

Genabdutarnir sem bunir voru til med PCR hvérfunum voru med jafna enda (e. blunt ends) eins og
vaninn er med buta Ur PCR og plasmidid var hringlaga. Opna purfti plasmidid til ad haegt veeri ad lima
bdtana inn i pad og gera enda batanna 6jafna (e. overhang) til pess ad mynda flét sem heegt veeri ad
lima saman. bad var gert med skerdihvotum sem pekkja dkvednar DNA radir, klippa DNA rédina i
sundur a pessum akvednu rédum og skilja eftir 6jafna enda. Skerdihvatarnir sem notadir voru til ad
klippa plasmidid i sundur vinna best vid mismunandi saltstyrk. bvi er ekki heegt ad lata pa vinna

samtimis og klippingin er pvi gerd i tveimur stigum.

1.5.3 byrpinga PCR

Til ad stadfesta ad plasmidid hafi limst rétt saman var gert pyrpinga PCR. begar pad er gert parast
visarnir, sem eru upphafs- og lokastadsetning fyrir batana sem myndast, sitt hvorum megin vid
skerdisetin og genid sem skotid er inn & milli peirra. begar pessir visar eru notadir magnast upp buatar

ar 6lllum plasmidum en steerd peirra segir til um hvort genid hafi limst inn eda ekki.

1.5.4 Fjoélgun plasmida i bakterium

E.coli bakteriur voru notadar til ad fjdlga valplasmidinu. Bakteriurnar voru settar i sndgg hitaskipti til
pess ad paer teekju plasmidid upp en pegar paer hafa tekid pad upp er pad afritad vid skiptingu likt og
annad erfdaefni bakteriunnar. Erfdaefni & littum plasmidum er algengt hja bakterium en pannig
skiptast peer stundum & erfdaupplysingum, til deemis syklalyfjabnaemi (Forbes o.fl., 2007). bad var lika
tilfellid med valplasmidid en pad innihélt syklalyfjaéneemi fyrir ampicillini. Pvi var notad ampicillin val
fyrir E.coli bakteriurnar, p.e. einungis peer sem hofou tekid upp plasmidid uxu i eeti sem innihélt

syklalyfid ampicillin.

1.5.5 Frumureekt

Frumur eru venjulega reektadar i floskum par sem peer liggja lausar & botninum eda festa sig vio
botnin einsog pekjuvefsfrumur gera. bad er kallad tvivid raektun par sem ad frumurnar liggja hlid vid
hlid en mynda ekki pridvida byggingu. Heegt er ad reekta frumur i prividd, pa eru peer reektadar upp i
matrigeli sem gefur peim teekifeeri & ad mynda byggingarform. Sem daemi um petta myndar PZHPV7

frumulinana greinétta formgerd i matrigeli pegar reektunin hefur ndd dkvednum aldri.

1.5.6 Almennt um veiruferjur

Veiruferjur eru nyleg leid til ad setja gen inn i frumur. bar eru nyttir haefileikar veira til ad setja
erfdamengi sitt inn i erfdamengi frumu og lata frumuna framleida pau prétein sem veiran parfnast til ad
fidlga sér. begar veirur eru notadar til ad ferja gen inn i frumur eru plasmié med valgeninu, hér eftir
kallad valplasmid, sett inn i framleidslufrumur, oft 293T frumur, dsamt veirupokkunarplasmidum.
Podkkunarplasmidunum er sidan eetlad ad tja prétein sem pakka valplasmidinu i veirur sem geta
komist inn i frumur af valdri frumulinu og pannig ferjad valplasmidid inn i erfdamengi valfrumunnar.
Pegar pessu ferli er lokid eiga valfrumurnar ad tja valgenid an pess ad geta framleitt veirur og par med

an pess ad vera smitandi sem er lykilatridi vid notkun veiruferja.

18



1.5.6.1 Oryggisatridi vardandi veiruferjur

Til pess ad heegt sé ad gera petta a éruggan hatt pa mega pokkunarplasmidin ekki hafa méguleika a
pvi ad pakka sjalfum sér i veiru. Margar tegundir af pokkunarplasmidum eru til sem afleidd eru af
mismunandi veirutegundum en 6&ll eiga pau pad sameiginlegt ad vera genabreytt, blid er ad eyda eins
morgum af upprunalegu veirugenunum og haegt er. Valplasmidid inniheldur sérstakt pokkunarmerki (¥
r6d); RNA r6d sem upphaflega merkti RNA radir veirunnar sjélfrar til ad pess ad adgreina fra RNA
rédum frumunnar sem veiran var i. Einungis peim RNA rédum sem innhéldu pokkunarmerkid var
pakkad i veirur. begar veiruferjur eru notadar er einungis valplasmidid merkt med pdkkunarmerkinu en
buid er ad eyda pvi af pékkunarplasmidounum. Af pvi leidir ad einungis valplasmidinu er pakkad i veiru
og sett Gt ar framleidslufrumunni. Pegar pessar veirur med valplasmidinu i eru sidan notadar til ad
smita frumur pé eru engin pokkunarplasmid til ad mynda proteinin sem parf til pess ad pakka RNA i
veirur pannig ad fruman getur ekki myndad veirur. Pad er gridarlega mikilvaegur eiginleiki fyrir
veiruferjur ad heegt sé ad setja gen inn i frumur an pess ad peer verdi smitandi sjalfar (Trono, 2000;
Walther & Stein, 2000).

1.5.6.2 Sérkenni lentiveiruferja

Lentiveiruferjur eru mjog mikid notadar i tilraunum og hafa ymsa eftirsoknarverda eiginleika. Til deemis
geta peer innlimad gen inn i erfdamengi frumu sem er ekki i skiptingu en pad gatu fyrri veiruferjur ekki
(Lewis o.fl.,, 1992). Lentiveiruferjur geta lika borid tiltdlulega stér gen, allt ad 10 kb (Trono, 2000).
Okostur vid lentiveiruferjur er ad pegar veirurnar innlima gen i erfdéamengi pa er stadurinn valinn af
handahéfi og genid getur pvi lent & viokveemum stad i erfdamenginu; til deemis getur pad 6virkjad eda

virkjad mikilvaeg gen sem getur leitt til krabbameinsmyndunar (Trono, 2000).

Fyrstu veiruferjurnar samastédu af tveimur plasmidum, &6dru med valgeninu og
pokkunarmerkinu og hitt var pokkunarplasmio SLTR
med Ollum préteinunum sem purfti til ad gera pA —y
veiru. pbetta virkadi vel til ad koma genum inn i y psi
gpt ¢l
frumur en pétti of haettulegt par sem ekki purfti ’ RRE

nema eina tvofalda endurrédun a réttum stad - [
pLVTHM

N8RS hr
JoJ Dp

milli plasmidanna tveggja og pa gatu myndast

pokkunarplasmid med pokkunarmerki. Peim var r.

pa pakkad i veirur og pegar valfrumurnar voru \ /
smitadar med veirunum pa gatu peser myndad ~ AmeR

pokkunarprotein og voru par med smitandi. Med ILTR/SIN ﬂw., cPPT
frekar préun var dregid Gr pessarri haettu og LotP o WPRE

pegar énnur kynslod lentiveiruferja kom fram pa GFP
var blid ad skipta pokkunarplasmidinu i tvennt. LIRSN
Pa myndi purfa tveer endurradanir & réttum Mynd 2: Kort af pLVTHM veiruferjunni (Addgene,
stad til ad fa oll pokkunargenin og an artals, a).

pokkunarmerki®d a4 sama plasmid. I pridju kynslod lentiveiruferja var buid ad skipta pokkunarplasmidinu
i prennt (Zufferey o.fl., 1997; Trono, 2000; Walther & Stein, 2000; Wiznerowicz & Trono, 2003).
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1.5.6.3 pLVTHM veiruferjan

pLVTHM veiruferjan var notud i pessu verkefni. Han er um pad bil 11 kb stér og var sérstaklega
hénnud fyrir shRNA radir en hin hefur sannad gildi sitt vid ad ferja steerri gen. Kort af henni ma sja a
mynd 2. Par sést ad veiruferjan er med ampicillin syklalyfjadnsemi (merkt sem AmpR & mynd 2) sem
bakteriurnar sem fjolga plasmidinu geta nytt sér. Svaedid sem merkt er 5’'LTR a mynd 2 eru genin sem
koda fyrir pokkunarproteinunum. Olikt mérgum 68rum plasmidum pa er ekki lyfjadnaemi & pLVTHM
plasmidinu pannig ad haegt sé ad drepa med akvednu lyfi peer frumur sem ekki hafa tekid upp
plasmidid, eru ekki med lyfjabneemid, og einangra med peim haetti paer frumur sem téku plasmidio
upp. pLVTHM notast vio GFP merkingu; & plasmidinu er GFP genid og pegar pad er tjad i
framleidslufrumum og valfrumum pa myndast GFP protein (e. green fluorescent protein) sem

flaorljomar undir fasasmasja (Addgene, an artals, b).
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2 Markmio

Tilgangur pessarar tilraunar var ad yfitja Oct4 og POU5SF1P1 med lentiveiruferju i

blédruhalskirtilsfrumulinu og stadfesta innskotid med maétefnalitun.
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3 Aodferoir

3.1 Lysing atilrauninni
PZHPV7 frumurnar voru litadar med motefnum gegn Oct4 til ad kanna grunntjaningu peirra a
umritunarpaettinum. Oct4 genid og gervigenido POUSF1P1 voru mégnud upp med PCR, sett inn i
plasmidid pLVTHM (Trono-Lab, Lausanne, Sviss (Addgene plasmid 12247)), sem er valplasmidid,
med hjalp skerdihvata og ligasa. Plasmidinu var sidan fjélgad i E.coli bakterium og gengid Ur skugga
um ad genin hefdu limst rétt inn i plasmidid med PCR hvérfum og radgreiningu. Veiruflot var gert med
293T framleidslufrumum og floti® notad til ad smita PZHPV7 valfrumur til ad bda til stokkbreyttar
frumulinar sem oftja Oct4 og POUS5SF1P1. Vidmidunarfrumur verda gerdar med pvi ad smita tomu
valplasmidi, p.e. an genainnskots, i PZHPV7 frumur. Ad lokum verda pessar prjar undirlinur litadar
med métefnum gegn Oct4 til ad kanna yfirtjaningu peirra. PZHPV7 frumurnar voru reektadar i KSFM
eeti (Gibco®, Carlsbad, Calofornia, Bandarikjunum) sem er an sermis og er sérstaklega aetlad til ad
reekta upp hudfrumur. Samkveemt Weijerman og félogum (1994) sem bjuggu frumulinuna til vex hun

best i pvi aeti, sérstaklega pegar frumurnar vaxa pétt.

3.2 PCR hvorf
POU5SF1P1 var magnad upp Ur einangrudu DNA ar frumulinunni PZHPV7. Notadir voru visarnir
POUSF1P1-F: 5-AAA AAA CGC GTA AGT AAC ATA ATT GCT CAT TTC ACC AG-3" og POU5F1P1-
R: 5-AAA AAA TCG ATA ACA AAC TCC AGG TTC TCT TTC CC-3° (TAG Copenhagen,
Kaupmannahofn, Danmdorku) sem eru samkvaemt UCSC Genome bhioinformatics (2012) sértaekir fyrir
POUS5F1P1 gervigenid a litningi 8.

Oct4 var magnad upp Ur FUW-tetO-hOCT4 plasmidinu (Rudolf Jaenisch Lab, Cambridge,
Massachusetts, Bandarikjunum (Addgene plasmid 20726)) med visunum OCT4-F: 5°-AAA AAA CGC
GTA ACC TCC ATA GAA GAC ACC GGG AC-3" og OCT4-R: 5"-AAA AAA TCG ATA ACG TAT CCA
CAT AGC GTA AAA GGA GC-3" (TAG Copenhagen). A 6llum visum voru skerdiset fyrir skerdihvatana
sem notadir voru og fj6l-A hali. Héfundur hannadi visa til ad magna upp OCT4 og POU5F1P1.

PCR var framkvaemt i 20 pyl rammali. Nanari lysing a innihaldi pess ma sja i toflu 1.

Tafla 1: Innihald PCR lausnar

5x Phusion HF buffer (New England Biolabs, Ipswich, Massachusetts, 4 pl
Bandarikjunum)

Kirni 10 mM (Fermentas, Waltham, Massachusetts, Bandarikjunum) 2yl

Visir F 100 uM (TAG Copenhagen) 0,2 pl

Visir R 100 yM (TAG Copenhagen) 0,2 pl

Phusion® High-Fidelity DNA polymerasi (New England Biolabs) 0,2 pl

DNA syni 1l
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MgCl, 25 mM (Fermentas) 2-3 ul

Afjonad vatn Upp ad 20 ul

Samtals: 20 pl

Oct4 var magnad upp med 3pl af MgCl, og POUSF1P1 med 2 ul af MgCl,.

Maognunarhvarfid var gert i Veriti® 96 brunna PCR taeki (Applied Biosystems, Carlsbad, California,
Bandarikjunum) Mdgnunin var gerd i pessum stigum: edlissvipt var vid 98°C i 1 min og svo téku vid 20
mognunarhringir; edlissvipt vid 98°C i 15 sek, parad vid 60°C i 15 sek og svo lenging vid 72°C i 30
sek. Petta var endurtekid 20 sinnum og porunarhitinn var leekkadur um 0,3°C i hverjum hring. Eftir 20
hringi voru keyrdir 20 hringir til vidbétar par sem edlissvipt var vid 98°C i 15 sek, parad vid 55°C i 15
sek og lenging vid 72°C i 30 sek. Ad lokum var lenging vid 72°C i 7 min og mdgnunarlausnin geymd
vid 4°C pangad til ad hun var rafdregin.

3.3 Rafdrattur

DNA lausnin var rafdregin eftir mognun i 1% agardsageli (Agarose basic; Applichem, Darmstadt,
pyskalandi) sem innihélt 0,4 pgr/ml af etidium brémidi (Sigma-Aldrich). Gelid 14 i TAE buffer og var
rafdregio vid 50 V i 90 min.

3.4 Klipping med skerdihvotum
Oct4 og POU5SF1P1 genin og plasmidid sem notad var, pLVTHM (Trono-Lab) voru klippt med
skerdihvotunum Clal (New England Biolabs) og Mlul (Fermentas). Bléndud var DNA lausn med 10x
NEBuffer 4 (New England Biolabs) og 2,5 einingum af Clal (New England Biolabs). Lausnin var Klippt
vid 37°C i 60 min og hvatinn svo Gvirkjadur med pvi ad hita lausnina ad 65°C i 15 min. Svo var 10x R
buffer (Fermentas) og 5 einingum af Mlul (Fermentas) beett vid Gt i lausnina og hin klippt vid 37°C i 90
minatur. Ad lokum var Mlul hvatinn (Fermentas) 6virkjadur med pvi ad hita lausnina ad 65°C i 15 min.
Til ad stadfesta ad klippingin hafi gengid var éskorid plasmid rafdregid a4 agarésageli vid hlid pess

skorna og par sast steerdarmunur.

3.5 SAP medhdndlun
Eftir klippingu var plasmidio medhdndlad med SAP hvata (Fermentas) til ad fjarleegja lausa fosfathdpa
af endum plasmidsins. Ut i plasmidlausnina var beett 10x SAP buffer (Fermentas) og 1 einingu af SAP
hvata (Fermentas). Lausnin var latin verkast vid 37°C i 60 min og eftir pad var hvatinn évirkjadur med
pvi ad hita lausnina ad 65°C i 15 min.

3.6 Liming innskots
Genabutarnir tveir voru limdir inn i plasmidid med ligasa svo plasmidid vard aftur hringlaga. Gerd voru
tvo hvorf, eitt fyrir Oct4 og hitt fyrir POUSF1P1. Hvorfin voru gerd i 20 yl rimmali sem innihélt 30 ngr af
plasmidi, um pad bil 150 ngr af hvoru geninu fyrir sig, 10x T4 ligasa buffer (Fermentas) og 1ul af
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ligasa hvata (Fermentas). Lausnin st6d i 10 min vid herbergishita og yfir nétt vido 14°C. Lausnin var

sidan fryst.

3.7 Plasmid settinn i E.coli
E.coli bakteriur i tveimur gldsum voru teknar Ur -80°C frysti og latnar pidna a is. Svo voru 5 pl af sitt
hvorri lausninni sett Gt i gldsin og pau latin standa & is i 20 min. Eftir pad voru lausnirnar settar i 45
sek i 42°C hita til ad bakteriurnar taki plasmidid upp. Lausnin var sett i 1 ml af SOC eeti (New England
biolabs) og reektud i hristiskap vid 37°C i 60 min. ba voru 50 pl af bakteriulausninni fluttir yfir a skal
med luria agar (Sigma) sem innihélt 100 ngr ampicillin/ml. Skalarnar voru raektadar yfir nott vio 37°C.
Daginn eftir voru einstakar pyrpingar teknar af skalunum og reektadar upp i LB brodi (Sigma) med 100

ngr ampicillin/ml.

3.8 byrpinga PCR hvarf
Til ad vita hvort genin hafi limst rétt inn i plasmidid var gert pyrpinga PCR. Notadir voru visarnir Sp6:
5°-ACG ATT TAG GTG ACA CTA TAG-3" og H1: 5-TCG CTA TGT GTT CGT GGA AA-3" (TAG

Copenhagen). PCR hvarfid var framkveemt i 10 yl lokarammali. Innihald lausnarninnar ma sja i t6flu 2.

Tafla 2: Innihald lausnar fyrir pyrpinga PCR hvarf

10x ThermoPol buffer (New England Biolabs) 1ul

Kirni 10 mM (Fermentas) 1l

Visir Sp6 100 yM (TAG Copenhagen) 0,1 ul
Visir H1 100 uM (TAG Copenhagen) 0,1 pl
Taq DNA polymerasi (New England Biolabs) 0,1 pl
MgCl, 25 mM (Fermentas) 1,5l
Vatn 6,2 ul

Samtals: 10 pl

Ekki er gert rdd fyrir rammali DNA lausnar, nég er ad dyfa pipettuoddi ofan i LB eaeti sem raektad
hefur verid i yfir nott og flytja yfir i PCR lausnina. Heegt ad setja pipettuoddinn sem var notadur til ad
pikka pyrpingarnar af skadlunum fyrst ofan i glasid sem stendur til ad gera PCR i og flytja hann sidan

ofan i aetiod.

Mognunin var gerd i Veriti® 96 brunna PCR taeki (Applied Biosystems) i pessum stigum: edlissvipt
var vio 95°C i 6 min og svo toku vid 20 mdgnunarhringir; edlissvipt vio 95°C i 30 sek, parad vid 60°C i
15 sek og svo lenging vid 72°C i 30 sek. betta var endurtekid 20 sinnum og porunarhitinn var
leekkadur um 0,3°C i hverjum hring. Eftir 20 hringi voru keyrdir 20 hringir til vidbotar par sem edlissvipt
var vid 98°C i 30 sek, parad vid 55°C i 15 sek og lenging vid 72°C i 30 sek. Ad lokum var lenging vid

72°C i 10 min og mdégnunarlausnin geymd vid 4°C pangad til ad hdn var rafdregin.
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3.9 Plasmio einangrad
Peim pyrpingum sem innihéldu rétt limt plasmid var fjélgad i LB brodi med ampicillini og plasmioid
einangrad Ur peim med NucleoSpin® Plasmid (Macherey-Nagel, Duren, Pbyskalandi). Magn

plasmidsins i lausn var meaelt med ljosmeeli.

3.10 Radgreining

Radgreining var gerd & plasmidéum i 10 pl lokardmmali. Innihald lausnarinnar ma sja i téflu 3.

Tafla 3: Innihald lausnar fyrir radgreiningu

Big Dye mix (Applied Biosystems) 1ul

Big Dye terminator buffer (Applied Biosystems) 2 ul

Visir 100 uM (TAG Copenhagen) 0,2 pl

DNA — plasmio 1,5 ul

Vatn 5,3 pl
Samtals: 10 pl

Mognunin var gerd i Veriti® 96 brunna PCR teeki (Applied Biosystems) i pessum stigum: edlissvipt
var vio 95°C i 1 min og svo toku vid 30 mdgnunarhringir; edlissvipt vid 95°C i 10 sek, parad vid 55°C i
5 sek og svo lenging vid 60°C i 4 min. Lausnin var geymd vid 4°C pangad til han var hreinsud. Til ad
hreinsa lausnina var 62 pl af 96% etandli sem geymt var i frysti baett Uti og synin sett i skilvindu sem
var keeld nidur i 4°C og spunnin nidur i 30 minutur vid 3000 x g. Eftir spunann var flotinu hellt ofan af
og 100 pl af 70% etandli sem geymt var i frysti sett i glésin og aftur var spunnid nidur i 15 min vid
3000 x g og 4°C. Flotinu var hellt af og gl6sin sett i hitablokk vid 42°C i 10 min til ad etandlid gufadi
upp. Ad lokum voru synin leyst upp i 15 ul af Hi-Di (Applied Biosystems) og pau radgreind i ABI
PRISM® 3100 radgreiningarteeki (Applied Biosystems).

3.11 Veiruflot

Veiruflotio er gert i 293T frumum sem raektadar voru i DMEM aeti (Gibco®) sem var blandad 10% med
kalfasermi (e. fetal bovine serum; FBS). Frumurnar voru latnar vaxa par til paer poktu 90%
floskubotnsins. Gerdar voru prjar smitlausnir, ein fyrir Oct4, énnur fyrir POU5SF1P1 og su pridja fyrir
témt pLVTHM plasmid an innskots til ad nota sem vidomid. Lausnirnar innihéldu 660 ul OPTI-MEM
(Gibco®), 4,2 ugr psPAX2 plasmid (Trono-Lab (Addgene plasmid 12260)), 1,4 ugr pMD2.G plasmidi
(Trono-Lab (Addgene plasmid 12259)), 1,9 ugr af vidkomandi plasmidi og 8 ul Transpass D2
transfection reagent (New England biolabs). Bléndurnar voru latnar bida vid herbergishita i 30 min.
Eftir 30 min var eetid tekid af 293T frumunum og peer skoladar med PBS (e. phosphate buffered

saline). Smitlausnirnar prjar voru settar i sitt hvert frumuglasié og latnar bida i tvo klukkutima, eftir pad
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var 2 ml af aeti beett Ut i smitlausnina. Um pad bil 24 klukkutimum seinna var smitlausninni safnad i
glas og nytt eeti sett i stadinn. Sdélarhring seinna var eetinu safnad i sama glas en aetinu var safnad alls
prisvar sinnum med 24 klukkutima millibili. Eftir prja skipti var veiruflotid siad i gegnum 0,45 uym siu og
pad sem ekki var notad strax til ad smita med var fryst. GFP ljémun fra 293T frumunum var skodud i

DMI3000 B fasasmasja (Leica, Wetzlar, byskalandi) til ad sja hvort smitunin hefdi tekist.

3.12 PZHPV7 frumur smitadar

Til ad smita PZHPV7 frumurnar var gerd smitblanda sem innihélt 1 ml veiruflot, 3 ml KSFM eaetis
(Gibco®) og 32 ugr hexadimetrin bromids (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, Bandarikjunum).
Smitblandan var sett & frumurnar og sélarhring sidar voru 4 ml af KSFM aeti (Gibco®) settir i stad
smitbldndunnar. GFP ljdmun var skodud i smasja til ad vita hvort smitunin hefdi tekist. Vegna litillar
GFP ljdmunar var smitad aftur soélarhring eftir ad fyrsta smitblandan var tekid af. ba samanstod
smitblandan af 2 ml af veirufloti, 2 ml KSFM eetis (Gibco®) og 32 pgr hexadimetrin bromids (Sigma-
Aldrich). Sélarhring seinna var smitblandan tekin af. Akvedid var ad smita i pridja skiptid vegna litillar
GFP ljmunar sélarhring eftir ad énnur smitblandan var tekin af. pridja smitblandan samastéé af 4 ml
veiruflots og 60 pgr hexadimetrin bréomids (Sigma-Aldrich). Eftir smitun var frumunum fj6lgad i tviviori
reektun.

3.13 brivid reektun i Matrigeli
Smitadar PZHPV7 frumur voru reektadar i matrigeli (BD Biosciences, Franklin Lakes, New Jersey,
Bandarikjunum) asamt aedapelsfrumum (e. human umbilical vein endothelial cells; HUVEC).
FAEdapelsfrumurnar eru raektadar i EBM-2 (Lonza, Walkersville, Maryland, Bandarikjunum) aeti med 5%
FBS. Matrigelid & ad taka ar frysti daginn &dur en sa a frumum i pad og pad & ad pidna a is i keeliskap
yfir nétt. Daginn eftir voru PZHPV7 og HUVEC frumurnar leystar upp Gr fléskunum sinum og taldar
500 PZHPV?7 frumur og 10.000 HUVEC frumur i 100 pl af matrigeli. Matrigelinu var sidan hellt i brunna
og paod latid storkna i hitaskap. 10 min seinna var 300 ul af EBM-2 eti med 5% FBS beett Ut 4

matrigelid.

3.14 Métefnalitun

Frumur eru reektadar upp & gleri fyrir litun og paer latnar vaxa pangad til peer eru péttar. Oll stigin eru
vio herbergishita nema annad sé tekid fram. Litad var med tveimur moétefnum gegn Oct4; Oct3/4
sc5279 (Santa Cruz biotechnology, Santa Cruz, Kailforniu, Bandarikjunum) og hOct3/4 AF1759 (R&D
Systems, Minneapolis, Minnesota, Bandarikjunum). Byrjad var a ad skola ati® af med PBS, svo
byrjad ad festa frumurnar. Fyrst var fest med 3,5% formalini (Sigma-Aldrich) i 5 min, naest med
metandli og acetdni sem blandad var til helminga i 5 min vid -20°C og svo med 0,1% Triton-X i PBS i
7 min sem var endurtekid einu sinni med nyrri Triton-X-PBS bléndu. A milli stiganna var skolad tvisvar
med PBS. Eftir skolun med PBS er 10% FBS i PBS sett & frumurnar og latid vera i 5 min. bvi naest var
fyrra motefnid sett 4 og latio vera i 30 min, svo var annad métefnid sett 4 og latid vera i 30 min og ad
lokum var kjarnaliturinn settur & og latinn vera i 15 min. A milli motefnastiganna og fyrir og eftir
kjarnalitunina var skolad einu sinni hratt med PBS og svo er sett PBS & sem var 1atid vera i 5 min og

endurtekid einu sinni med nyrri PBS lausn. Eftir seinustu PBS skolunina var glerid skolad med vatni og
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latid porna. Pegar synid var purrt er Fluoromount (Southern Biotech, Birmingham, Alabama,
Bandarikjunum) sett ofan & pad og pekjugler par yfir. Geeta verdur pess ad synid porni aldrei fra pvi ad
blid er ad festa pad og pangad til lituninni er lokid. Gaeta parf pess ad sem minnst ljés komist ad

syninu eftir ad métefnin hafa fest sig a pad. Synid er svo skodad i Axioskop 2 FS confocal smasja
(Zeiss, Thornwood, New York, Bandarikjunum).
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4 Nidurstoour

4.1 Viomio fyrir mat a gégnum

A

Mynd 4: GFP ljdmun émedhéndladra
PZHPV7 frumna i matrigeli.
Vidmidunarmynd.

Myndin er tekin i 10x staekkun og meelistikan
jafngildir 50 pm.

Mynd 3: Métefnalitun gegn Oct4 &
omedhondludum PZHPVY frumum.
Viomidunarlitun. (Motefni sc5279)

Myndir 3 og 4 eru vidmid sem gott er ad hafa i huga pegar nidurstédurnar eru skodadar. Mynd 4 synir
motefnalitun & 6medhdndludum PZHPV7 og par sést ad orlitil grunnlitun er med sc5279 motefninu.
Sama métefni er notad i pessari litun og & myndum 6 og 7. Mynd 4 synir sjalfljomun PZHPV7

frumnanna. Frumurnar voru reektadar i matrigeli og myndin var tekin a 14 degi.
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4.2 GFP ljémun afrumum i tviviori reekt

Mynd 5: GFP ljomun & 6llum frumulinunum, sama sjénsvid med og an
atfjolublas ljoss.

A: Oct4 lina

B: Oct4 lina i atfjélublau ljosi

C: POU5SF1P1 lina

D: POU5F1P1 lina i atfjélublau ljési

E: Vidmidunarlina med tému plasmioi

F: Vidmidunarlina med tomu plasmidi i Gtfjélublau ljosi.

Myndirnar eru teknar i 10x steekkun og meelistikan jafgildir 50 pm.

Mikill munur var & GFP ljomun frumlinanna eins og sja ma a mynd 5. bar hefur verid tekin mynd af
sama sjonsvidi med og an utfjélublas ljéss pannig ad heegt er ad sja i venjulegu smasjarmyndinni
hvada frumur gefa fr4 sér GFP [jdmum med pvi ad bera myndirnar saman. POU5F1P1 linan gefur fr4

sér minnst GFP.
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4.3 Motefnalitanir
Litad var med tveimur métefnum gegn Octd og nidurstédurnar ma sja a myndum 6-9 i tveimur

steekkunum. Myndirnar eru syndar med og an kjarnalits.

A .. B
C ¥ . D
E .. F

Mynd 6: Moétefnalitun gegn Oct4 — 10x staekkun (Métefni sc5279)

A: Oct4 lina — blar kjarnalitur og raudur Oct4

B: Oct4 lina —raudur Oct4

C: POUSF1P1 lina - blar kjarnalitur og raudur Oct4

D: POU5F1P1 lina - raudur Oct4

E: Vidmidunarlina med tédmu plasmidi — blar kjarnalitur og raudur Oct4
F: Viomidunarlina med tdmu plasmidi — raudur Oct4

30



Mynd 7: Métefnalitun gegn Oct4 - 20x steekkun (Métefni sc5279)

A: Oct4 lina — blar kjarnalitur og raudur Oct4

B: Oct4 lina — raudur Oct4

C: POU5SF1P1 lina - bléar kjarnalitur og raudur Oct4

D: POU5F1P1 lina - raudur Oct4

E: Vidmidunarlina med tédmu plasmidi — blar kjarnalitur og raudur Oct4
F: Viomidunarlina med tému plasmidi — raudur Oct4
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Mynd 8: Métefnalitun gegn Oct4 - 10x steekkun (M6tefni AF1759)

A: Oct4 lina — blar kjarnalitur og greenn Oct4

B: Oct4 lina — greenn Oct4

C: POU5SF1P1 lina - blar kjarnalitur og greenn Oct4

D: POU5F1P1 lina - greenn Oct4

E: Vidmidunarlina med tdmu plasmidi — blar kjarnalitur og greenn Oct4
F: Viomidunarlina med tému plasmidi — greenn Oct4
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A

Mynd 9: Métefnalitun gegn Oct4 - 20x steekkun (M6tefni AF1759)

A: Oct4 lina — blar kjarnalitur og greenn Oct4

B: Oct4 lina — greenn Oct4

C: POU5SF1P1 lina - blar kjarnalitur og greenn Oct4

D: POU5F1P1 lina - greenn Oct4

E: Vidmidunarlina med tdmu plasmidi — blar kjarnalitur og greenn Oct4
F: Viomidunarlina med tdmu plasmidi — greenn Oct4
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Reektun i matrigeli
Eftir reetkun i matrigeli voru GFP ljdmandi pyrpingar i 6llum frumulinum eins og sja ma & mynd 10.

Steerri pyrpingar voru i vidmidunarlinunni.

Mynd 10: GFP [jémun pyrpinga af mismunandi frumulinum i matrigeli

A: Oct4 lina

B: Oct4 lina i utfjélublau ljési

C: POU5F1P1 lina

D: POU5F1P1 lina i atfj6lublau ljési

E: Viomidunarlina med tomu plasmidi

F: Vidmidunarlina med tému plasmidi i atfjélublau ljosi.

Myndir A-D eru teknar i 20 x steekkun og meelistikan jafngildir pa 100 pm.
Myndir E og F eru teknar i 10x steekkun og meelistikan jafgildir 50 pm.
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Mynd 11: Yfirlitsmynd yfir voxt mismunandi frumulina i matrigeli.

A: Oct4 linan

B: Vidmidunarlina med tdmu plasmidi

C: POU5F1P1 linan

D: Omedhéndladar PZHPV7 frumur

Myndirnar eru teknar i 5x staekkun og meelistikan jafngildir 25 pm.

Mynd 11 er yfirlitsmynd yfir allar frumulinurnar i matrigeli ad vidbaettum émedhoéndludum PZHPV?7 til

ad sja hvernig ahrif veirusmitio sjalft hefur.
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A mynd 12 ma sja breytinguna a
svipgerd sem vard vid smitun med
veiruferjunni. Aukning vard & spolu- og
staflaga frumum eftir smitun en paer ma sja

i lio A.

Mynd 12: Svipgerdarmunur a PZHPV7 frumum
fyrir (B) og eftir (A) smitun med
veiruferju.

Myndirnar eru teknar i 10x steekkun og
meelistikan jafngildir 50 pm

Tafla 4: Talning & frumupyrpingum sem voru raektadar i matrigeli i tviriti.

Litil pyrping, Stor pyrping, Stor pyrping,
Frumulina kululaga kidlulaga greindtt
PZHPV7 m. Oct4 86 7
PZHPV7 m. POU5F1P1 97 7 1
PZHPV7 m. tébmu plasmidi 109 1 3
PZHPV7 an plasmids 93 66 35

Taldar voru pyrpingar i matrigeli sem s&d hafdi verid i tviriti. Nidurstddurnar sem sja mé i t6flu 4 eru
samanlagdur fjoldi pyrpinga i bAdum brunnunum. Frumurnar voru & 14. degi raektunar i matrigelinu og
peim var sad i matrigelid 5 ddégum eftir smitun. Ekki var athugad med GFP ljémun a pyrpingum
almennt séd en greindtta pyrpingin i POUS5F1P1 linunni og ein af greindttu pyrpingunum i linunni med

tébma plasmidinu voru an GFP ljémunar.
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5 Umraedur

5.1 Samantekt
Vert er ad leggja aherslu a ad petta eru fyrstu nidurstddur Ur verkefni sem er 6lokid og til stendur ad
halda vinnunni vid pad afram. bessar nidurstédur gefa pvi adeins visbendingar en métefnalitunin
bendir til pess ad yfirtjaningin hafi tekist pd enn eigi eftir ad stadfesta pad. GFP ljdmandi frumur hafa
fundist i 6llum frumulinum eftir raektun i matrigeli p6 almenn lj6mun sé minnst i POU5SF1P1 linunni.
Frumurnar virdast hafa breyst vid frumusmitid og sjA ma svipgerdarmun baedi i tvividdar- og
prividdarreektunum. Ljuka parf raektunartima frumnanna i matrigeli og endurtaka tilraunina med fleiri

endurtekningum adur en dregnar eru einhverjar alyktanir af svipgerd peirra og vaxtarméguleikum.

5.2 Athugasemdir vardandi adferdafraedi verkefnisins
| pessu verkefni var notud pLVTHM veiruferja sem er annarrar kynslédar lentiveiruferja med tveimur
pokkunarplasmidum. Astaedan fyrir pvi ad pessi veiruferja var valin var ad hun hefur verid notud a
rannséknarstofunni an vandkveeda og var tiltaeek. Annarrar kynsldédar lentiveiruferjur eru ekki sidri en
prigju kynslodar veiruferjur hvad vardar smitvarnir; ekki hafa fundist smitandi valfrumur eftir medferd
med annars og pridju kynslddar lentiveiruferjum (Kappes & Wu, 2001; Kafri o.fl., 1999). b4 getur verid
ad adrar veiruferjur sem hafa moégulega minni ahrif & frumurnar eda eru med lyfjabnaemisgeni til ad ad

velja frumurnar henti betur til ad smita.

5.2.1 Reektun E.coli bakteria og upptaka plasmids

AEtlunin var ad lata E.coli bakteriurnar taka plasmiéid upp eftir ad plasmidslausnin hafdi verid latin
standa i 10 min vid herbergishita med ligasahvatanum. Ekki fundust E.coli bakteriur med POU5F1P1
innskot i plasmidinu eftir pa medferd og pvi purfti ad endurtaka ferilinn. P4 var notud plasmidlausnin
sem hafdi verid yfir nott vid 14°C og pa fundust bakteriur med rétt POU5SF1P1 innskot. Ekki reyndist
naegilegt val ad reekta E.coli bakteriurnar i seti sem innihélt ampicillin par sem margar bakteriur héféu
tekid upp plasmid an innskots, p.e. peer fengu syklalyfjadénaemid a plasmidinu en ekki genid sem peer
attu ao taka upp og fjdlga. pvi purfti ad skoda tdluverdan fjdlda af pyrpingum og gera pyrpinga PCR a
peim til ad vita hvort genid hafi limst rétt inn & plasmidio.

Ef bakteriurnar voru geymdar i keeli i einhvern tima p4 minnkadi magn plasmidsins i peim og
ekki var heegt ad reekta peer upp aftur i ampicillin seti. Naudsynlegt reyndist ad halda bakteriunum i
vaxtarfasa til ad halda plasmidinu i peim og einangra pad pegar bakteriurnar komu beint ar raektun. Ef
geyma bpurfti bakteriurnar i einhvern tima p& voru peer geymdar vid -20°C og glyserdli blandad til

helminga vid aetid.

5.3 GFP ljémun

Graen GFP ljdmun var greinileg & mérgum frumum og er pad til marks um ad smitunin hafi tekist. Mynd
10 par sem linurnar hafa verid reektadar i matrigeli synir pyrpingar med skyrri GFP ljomun i 6llum
frumulinum en eins og sjd ma & mynd 5 par sem linurnar var raektud i tvividd i flosku er ljomunin
minnst a POU5SF1P1 linunni. P& heegt sé ad finna pyrpingar med greinilega GFP ljomun i POU5F1P1

linunni er varla heegt ad segja til um hvort st almenna l[jdmun sem frumurnar syna, til deemis & mynd 5
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D, sé tilkomin vegna GFP virkni eda vegna sjalfljomunar sem er frumunum eiginleg. Haegt er ad bera
mynd 5B saman vid mynd 4B en par ma sja PZHPV7 frumur, reektadar i matrigeli, sem ekki hafa verid
smitadar veiru og GFP sjalfiomun sem pessar frumur hafa. Myndirnar eru pd ekki algjorlega
samanburdarhaefar par sem mynd 4 er tekin Ur matrigeli og pad er mun meira magn af frumum par

heldur en i tvividu raektuninni & mynd 5.

5.4 Litun med fldorljdmandi motefnum
Kjarnalitad var fyrir Oct4. Notud voru tvdé Oct4 métefni, sc5279 og AF1759. sc5279 var litad med raudu
(mynd 6 og 7) og AF1759 med greenu (mynd 8 og 9). Vitad er ad GFP getur haft ahrif a fljdorljomandi
litanir en heegt er ad draga Ur pvi med pvi ad festa frumurnar med metandli. Ekki var sjaanleg 6sértaek
green litun & frumunum sem haegt var ad rekja til GFP ljémunar. A myndum 6-9 sést ad munurinn &
frumulinunum er ekki mikill. Sa munur sem er virdist gefa til kynna ad Oct4 linan og POU5F1P1 linan
séu med meiri tjaningu en frumulinan med toma plasmidinu. Badar litanirnar gefa til kynna ad
POU5SF1P1 linan sé med hatjaandi frumur inn & milli en litunin er svaedaskiptari en hja Oct4 linunni
sem virdist litast jafnar. Litunin & Oct4 linunni og linunni med tdma plasmidinu likjast hvor annarri hvad

vardar dreifingu en Oct4 linan er med 6rlitid sterkari litun.

5.5 Reektun i matrigeli
Allar frumulinurnar uxu upp og myndudu pyrpingar i matrigeli og mynd 10 synir greinilega GFP
ljomandi pyrpingar i 6llum frumulinum. Talningin i matrigelinu (sja toflu 4) er ekki mjog areidanleg, pad
leid mjog stuttur timi fra smiti pangad til frumunum var sad i matrigelid en pad var gert vid fyrstu
skiptingu eftir smitun. Heppilegra hefdi verid ad bida lengur. Frumum er venjulega leyft ad vaxa lengur

en i 14 daga i matrigelinu pannig ad reektunartimanum er ekki lokid. Skipt var i flokka med auganu.

Munurinn er ekki mikill & milli linanna sem smitadar voru. Engin GFP ljomandi grein6tt pyrping
fannst hja Oct4 eda POUSF1P1 linunum. Tveer greinottar GFP ljomandi pyrpingar fundust i linunni
med téma plasmidinu. pPad er ekki markteekur munur par & milli vegna pess hve faar greinéttar
pyrpingar voru og vegna pess ad frumurnar hafa ekki fengid négu mikinn tima til ad vaxa, greinottar
pyrpingar geta att eftir a® myndast. Ein greinétt pyrping fannst hja POU5F1P1 linunni sem ljomadi ekki
en par sem ad GFP ljomun hj4 pessari linu virdist ekki vera mikil er ekki utilokad ad pessi greinétta
pyrping yfirtjadi POUSF1P1.

5.6 Munur afjolda 6medhdndladra og smitadra PZHPV7 frumna
Auglijés munur var & fjolda stérra pyrpinga, greinéttra og kululaga milli émedhodndladra PZHPV7
frumna og frumna sem hoféu verid smitadar med veiruferjum, hvort sem paer innihéldu gen eda ekki.
Pann mun ma greinilega sja & mynd 11 sem er yfirlitsmynd yfir voxt pyrpinga i matrigelinu. bar er mikill
munur & émedhéndludud PZHPV7 og veirusmitudu frumulinunum. Blast matti vid mun a peim linum
sem fengu i sig gen og o6medhdndludum frumum par sem genid hefur hugsanlega ahrif & innri
starfsemi frumunnar. Pad sem veldur ahyggjum er munurinn a peim frumum sem fengu téma plasmid
og 6medhondludum frumum en eitthvad vid veirumedferdina virdist hafa ahrif & lifveenleika og
fidlgunarhaefni frumnanna. Vera ma ad frumurnar jafni sig pegar fra lidur og ad frumurnar sem fengu i

sig tdmt plasmiod fjélgi sér & endanum jafn hratt og émedhondladar frumur. Ef svo reynist ekki vera er
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spurning hvort haegt sé ad nota veiruferjur pegar skoda & haefni frumna til ad mynda greinoétta

formgerd i prividdarreektunum.

5.7 Svipgerd

Fyrst eftir smitun breyttu frumurnar svipgerd sinni mikid. Hiuti af pvi kann ad ganga til baka eftir pvi
sem frumurnar na ad jafna sig eftir smitid. A mynd 12 ma sja mikinn mun & svipgerdinni. A mynd B eru
frumurnar 4dur en peer voru smitadar, paer eru tiltdlulega smaar en liggja pétt upp vid hver adra. Logun
hverrar frumu markast af nagranna hennar, Utlinurnar eru med mjikum hornum. Kjarninn getur verid
orlitid kornéttur. Mynd A synir frumur med breytta svipgerd eftir smitun. Mikid er um langar staf- eda
spélulaga frumur, frumurnar virdast steerri og sumar eru hringlaga og med stéran kjarna. Adrar virdast

vera mikid kornéttar eda med blodrur i umfrymi eda kjarna.

5.8 Neestu skref

Fyrir liggur ad stadfesta ad frumulinurnar tjai pa umritunarpaetti sem paer eiga ad tja. Pad er haegt ad
gera med raun tima-PCR (e. gTR-PCR). ba er mRNA einangrad ur frumum, cDNA buid til eftir mRNA
og PCR notad til ad magngreina hversu mikid magn atti ad framleida af umritunarpattunum. petta er
grundvallarforsenda fyrir pvi ad haegt sé ad halda afram ad rannsaka pessar undirlinur pvi pé litanirnar
gefi &kvedna visbendingu um tjaningu genanna getur pad verid villandi. Onnur asteeda fyrir pvi ad
naudsynlegt er ad gera raun tima-PCR er su ad ekki var til motefni fyrir POUSF1P1 a
rannséknarstofunni og pvi var litad med Oct4. bad litur Gt fyrir ad litunin hafi tekist en tryggara er ao
stadfesta yfirtjaningu gervigensins med raun tima-PCR. Samhlida pessu parf ad fjélga frumunum négu
mikio til ad heegt sé ad flokka paer med FACS Aria teeki eftir GFP tjaningu en einnig er haegt ad kléna
GFP ljomandi pyrpingar upp Ur matrigeli.

Pegar buid er ad stadfesta yfirtjaninguna er haegt ad bera saman svipgerd frumnanna med pvi ad
raekta peer upp i matrigeli likt og hefur verid gert. Svipgerdin i matrigeli geeti verid 6lik pvi sem sést
hefur nina vegna pess ad lengri timi hefur lidid fra smitinu. Ahugavert veeri ad gera soft-agar reektun til

ad vita hvort frumurnar geti vaxid an pess ad festa sig vio yfirbord likt og pekjuvefsfrumur vilja gera.
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6 Alyktanir

Nidurstédurnar gefa til kynna ad tekist hafi ad setja genin inn og bua til prjar undirlinur af PZHPV7
linunni. Ekki er haegt ad fullyrda um nidurstédurnar par sem rannsokninni er ekki lokid en pad sem er
eftirtektarverdast eru ahrifin sem veiruferjan hefur & lifveenleika frumnanna, ad minnsta kosti fyrst um
sinn. Pau virdast vera umtalsverd og undirstrika mikilvaegi pess ad hafa vidmidunarlinu med sem

smitud er med tdmu plasmioi.
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