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Ágrip 

Krabbamein í blöðruhálskirtli er sjúkdómur sem hrjáir marga karlmenn en það er algengasta 

krabbameinið sem greint var á Íslandi á árunum 2005-2009. Blöðruhálskirtilskrabbamein greinist seint 

en meðalaldur við greiningu á Íslandi er 71 ár. Þessi hái aldur við greiningu veldur því að sumir 

einstaklingar kjósa þiggja ekki meðferð. Sterkustu áhættuþættirnir fyrir blöðruhálskirtilskrabbameini eru 

aldur, kynþáttur, fjölskyldusaga og erfðir en margir einkirnisbreytileikar hafa fundist sem tengjast 

auknum líkum á að fá meinið. 

Markmið þessa verkefnis var að yfirtjá tvö gen með veiruferju í frumulínunni PZHPV7 sem er af 

blöðruhálskirtilsuppruna til að sjá hvort yfirtjáningin myndi hafa áhrif á svipgerð frumnanna eða 

lífeðlisfræðilega eiginleika. Genin sem voru valin eru Oct4 og POU5F1P1, það fyrrnefnda er 

umritunarþáttur sem stjórnar tjáningu gena í frumum á stofnfrumustigi og hefur verið tjáður í kjarna 

krabbameinsfrumna. Hið síðarnefnda er gervigen af Oct4 sem er að jafnaði ekki tjáð en rannsóknir 

hafa sýnt fram á að það er einnig tjáð í kjarna krabbameinsfrumna úr ýmsum líffærum. Ástæðan fyrir 

vali þessara próteina eru tengsl þeirra við krabbamein. Ástæðan fyrir vali blöðruhálskirtilskrabbameins 

er sú að POU5F1P1 er staðsett á svæði í erfðamenginu þar sem margir erfðabreytileikar tengdir 

krabbameini, bæði í blöðruhálskirtli og annars staðar, liggja. Margar rannsóknir tengdar Oct4 hafa 

verið gerðar. Samspil meginumritunarþáttanna sem viðhalda fjölhæfu ástandi í fósturfrumum, Oct4, 

Sox2 og Nanog, hefur verið skoðað í grunninn, Oct4 er tengt krabbameinsmyndandi frumum sem 

viðhalda krabbameinsæxlum og það er einn af Yamanaka þáttunum sem voru notaðir til að búa til 

fyrstu framkölluðu stofnfrumurnar (e. induced pluripotent stem cells, iPSC). POU5F1P1 hefur minna 

verið rannsakað en tengsl þess við Oct4 sem gervigen þess, tjáning þess í krabbameinum og 

staðsetning gervigensins í nálægð við erfðafjölbreytileikana sem tengdir hafa verið við krabbamein 

gera það að mjög áhugaverðu rannsóknarefni. 

Í þessari ritgerð verða kynntar fyrstu niðurstöður úr þessu verkefni en til stendur að halda vinnunni 

við það áfram. Frumur voru ræktaðar upp eftir smitun og litaðar með mótefnum. GFP ljómun var 

skoðuð en grænljómandi frumur eru til marks um að smitið hafi tekist. Mótefnalitunin bendir til þess að 

yfirtjáningin hafi tekist þó enn eigi eftir að staðfesta það. GFP ljómandi þyrpingar má finna í öllum 

frumulínum, þó almenn ljómun sé minnst í POU5F1P1 línunni. Frumur voru ræktaðar upp í matrigeli 

og fyrstu niðurstöður um vaxtarhæfni þeirra og svipgerð benda til þess genin hafi einhver áhrif. Það 

virðist ljóst að veirusmitið sjálft hefur áhrif á frumurnar en vera má að þau áhrif minnki með tímanum. 

Ræktunartíma frumnanna í matrigeli er þó ekki lokið og þessar niðurstöður eru eingöngu vísbendingar 

um hegðun frumnanna. 
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Þakkir 

Þetta diplómaverkefni var unnið á Rannsóknarstofu í stofnfrumufræðum sem er hluti af Lífvísindasetri í 

Læknagarði. Umsjónarkennari og minn nánasti samstarfsmaður þar var Jón Þór Bergþórsson og kann 

ég honum bestu þakkir fyrir góða leiðsögn og upplífgandi viðmót. Aðrir starfsmenn og nemar í 

Læknagarði hafa gert veru mína hér að skemmtilegum og fræðandi tíma og fá þau þakkir mínar fyrir 

það.  

Bekkjarsystur mínar í lífeindafræði eru metnaðarfullur hópur sem gerir alltaf sitt allra besta. 

Þeim þakka ég fyrir vísindalegar umræður á öllum stigum námsins og samfylgdina í gegnum árin. 

Fjölskyldu minni þakka ég fyrir að létta lund mína þegar mikið liggur við. Guðrún og mamma fá 

sérstakar þakkir fyrir hjálp og yfirferð á texta. 
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 Inngangur 

1.1 Krabbamein í blöðruhálskirtli 

Algengasta krabbameinið sem greint var á Íslandi á árunum 2005 – 2009 var í blöðruhálskirtli en 220 

karlmenn voru greindir á þessu tímabili (Krabbameinsskrá Íslands, 2012). Tæplega þriðjungur 

nýgreindra krabbameina í karlmönnum er í blöðruhálskirtli og á árunum 2002-2006 fengu 93,2 af 

hverjum 100.000 karlmanna krabbamein af þessu tagi. Blöðruhálskirtilskrabbamaein, einsog mörg 

önnur krabbamein greinast helst í mönnum á eldri árum en meðalaldur við greiningu er um 71 ár. 

Nýgengi þess hefur hækkað á Íslandi á undanförnum áratugum og hefur Ísland hæsta nýgengið af 

Norðurlöndunum (Jónasson & Tryggvadóttir, 2008).  

Í Bandaríkjunum er blöðruhálskirtilskrabbamein umfangsmikið heilbrigðisvandamál. Það er 

algengasta greinda krabbamein sem ekki er í húð og er orsakavaldur næstflestra dauðsfalla tengdum 

krabbameinum. Krabbameinsfélag Bandaríkjanna (e. American Cancer Society) metur það svo að árið 

2011 hafi 240.890 karlmenn greinst með blöðruhálskirtilskrabbamein og 33.270 menn dáið úr 

sjúkdómnum.  

Mikill munur er á algengi blöðruhálskirtilskrabbameins eftir kynþáttum. Svartir karlmenn eru 

langlíklegastir til að fá blöðruhálskirtilskrabbamein en 233,8 menn af hverjum 100.000 svörtum 

karlmönnum fengu sjúkdóminn samkvæmt tölum frá árunum 2003-2007 í Bandaríkjunum. Það er 

talsvert langt yfir meðaltalinu sem er 156 menn af hverjum 100.000. Svartir menn eru eini kynþátturinn 

yfir meðaltali; allir hinir, hvítir menn ættaðir frá Evrópu, frumbyggjar Norður-Ameríku, asískir og menn 

frá Suður-Ameríku eru undir meðaltali. Ólíklegastir til að fá blöðruhálskirtilskrabbamein eru 

frumbyggjar Norður-Ameríku en hlutfallið er 75,3 karlmenn af hverjum 100.000 hjá þeim.  

Fyrir utan kynþátt eru sterkustu áhættuþættirnir sem hafa áhrif á myndum 

blöðruhálskirtilskrabbameins aldur, erfðir og þar með fjölskyldusaga. Aðrir þættir eru taldir hafa áhrif á 

myndun blöðruhálskirtilskrabbameins og greiningu þess; til dæmis mataræði, offita, menntun og 

næringarástand (Brawley o.fl., 2012). 

1.1.1 Almennt um blöðruhálskirtil 

Blöðruhálskirtillinn er útkirtill og í honum myndast megnið af sæðisvökvanum og er hann hluti af 

kynfærum karla. Hann er hnattlaga og á stærð við golfkúlu, staðsettur fyrir neðan þvagblöðruna og 

umlykur þvagrásina. Vökvinn sem blöðruhálskirtillinn seytir er um það bil fjórðungur af rúmmáli sæðis 

og eykur hreyfigetu og lífsmöguleika sáðfrumna. Vökvinn er þunnur, mjólkurlitaður, örlítið súr (pH 6,5) 

og inniheldur meðal annars sítrónusýru sem sáðfrumurnar geta notað til að mynda orku í formi ATP og 

hvata sem hvata niðurbroti kekkjunarpróteina sem kekkja sæðið eftir sáðlát (Tortora & Derrickson, 

2009). 

Blöðruhálskirtillinn samanstendur af tveimur svæðum, því innra og því ytra. Góðkynja 

stækkanir eiga oftast uppruna sinn í því innra en krabbamein má oftast rekja til ytra svæðisins. Þá 
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sjaldan sem krabbamein myndast í innra svæðinu dreifir það sér ekki. Sáðfallsrásin (e. ejaculatory 

duct) liggur á milli ytra og innra svæðisins og tengist svo þvagrásinni (Blandy, 1998). 

1.1.2 Blöðruhálskirtilskrabbamein og góðkynja frumufjölgun 

Í barnæsku er blöðruhálskirtillinn lítill en hann stækkar á kynþroskaskeiði. Þegar karlmenn eldast þá 

verður oft góðkynja frumufjölgun (e. hyperplasia) í innra svæði kirtilsins, annað hvort í kirtilfrumum, 

bandvefsfrumum, sléttum vöðvafrumum eða í öllum frumugerðum. Þegar innra svæðið stækkar þenst 

ytra svæðið út til að geta umlukið það innra og verður að lokum eins og þunnt lag utan um innra 

svæðið. Þar sem blöðruhálskirtillinn umlykur þvagrásina veldur stækkun í honum þvagtregðu, tíðum 

þvaglátum og jafnvel blóðmigu (e. haematuria) vegna sprunginna æða í blöðruhálskirtli, 

bakteríusýkinga í þvagblöðru eða nýrnasteina.  

Blöðruhálskirtilskrabbamein myndast oftast í ytra svæðinu. Einkennum þess svipar til einkenna 

góðkynja blöðruhálskirtilsstækkana, erfiðleikar við þvaglát, en auk þess uppgötvast krabbameinið 

stundum vegna meinvarpa, sérstaklega til beina. Karlmenn eru oftast komnir á efri ár þegar þeir 

greinast og því mjög mismunandi hvernig meðferð hver og einn sjúklingur þolir. Margir deyja með 

ógreind æxli eða frumubreytingar í blöðruhálskirtli. Talið er að meirihluti karlmanna sem náð hafa 

áttræðisaldri séu með krabbameinsbreytingar í blöðruhálskirtli sem mynda ekki alltaf æxli. Sum æxli 

sem eru greind eru ekki meðhöndluð vegna aldurs og líkamsástands sjúklingsins en meðferðin sem 

stendur til boða við blöðruhálskrabbameini er geislameðferð, skurðaðgerð þar sem blöðruhálskirtillinn 

er fjarlægður eða lyfjameðferð (Blandy, 1998; Yaqoob, 2005). 

1.1.3 PSA mælingar og tengsl við blöðruhálskirtilskrabbamein  

Blöðruhálskirtillinn seytir frá sér PSA (e. prostate specific antigen) sem hægt er að mæla í blóði. 

Karlmenn hafa að jafnaði lágan styrk þess í blóði en þegar styrkurinn fer að hækka þá bendir það til 

annaðhvort góðkynja stækkunar eða blöðruhálskirtilskrabbameins. Nú er ekki mælt með reglubundinni 

leit þar sem skimað er eftir hækkun á PSA í blóði ásamt endaþarmsskoðun á blöðruhálskirtli (e. digital 

rectal exam) þar sem ekki hefur verið sýnt fram á að það dragi úr dauðsföllum vegna 

blöðruhálskirtilskrabbameins (Andriole o.fl., 2009). Margar krabbameinsbreytingar mynda ekki æxli, 

sum æxli leggjast í dvala og auk þess er miklar líkur eru á því karlmenn sem greindir eru deyi úr 

einhverju öðru sökum aldurs áður en krabbameinið nær að draga þá til dauða. Ef einungis væri farið 

eftir styrk PSA í blóði þá væru margir karlmenn meðhöndlaðir gegn meinum sem eru til staðar en 

myndu ekki ógna lífi þeirra án meðferðar.Óþægindin sem hlytust af meðferðinni væru mun meiri heldur 

en einkennin krabbameinsins sem eru í mörgum tilvikum lítilvæg. PSA mæling er því ekki nógu sértæk 

á hættuna á því að deyja af völdum blöðruhálskirtilskrabbameins (Ablin & Haythorn, 2009; Backer, 

1999). 

1.1.4 Stigun æxla í blöðruhálskirtli 

Æxli eru metin eftir því hvernig frumurnar líta út í HE lituðum vefjasneiðum. Skalinn sem notaður er til 

að meta æxli í blöðruhálskirtli er kallaður Gleason kvarðinn. Á mynd 1 má sjá níu vaxtarmynstur sem 

frumurnar mynda í æxlum skipt niður í fimm hluta og eru þessi mynstur notuð til að gefa æxlinu 

einkunn á bilinu 2-10. Vefjasneiðin er skoðuð í smásjá og meginvaxtarmynstur greint, það sem er 
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algengast í sneiðinni. Tala meginvaxtarmynstursins er 

svo lögð saman við tölu þess vaxtarmynsturs sem er 

næst algengast og summan er stigun æxlisins. Ef allar 

frumurnar eru í sama vaxtarmynstrinu þá er tala þess 

tvöfölduð til að fá rétta stigun. Ef næst algengasta 

vaxtarmynstrið er undir 3% af frumunum í vefjasneiðinni 

þá er það ekki tekið með og tala 

meginvaxtarmunstursins tvöfölduð. Þessi stigun gerir 

ekki ráð fyrir því að fleiri en tvö vaxtarmynstur séu í 

vefjasneiðinni en ef þriðja vaxtarmynstrið er til staðar 

með hærri tölu en hin tvö þá skal þess getið. Því hærri 

sem stigunin er, þeim mun illvígara er krabbameinið 

(Gleason, 1966; Humphrey, 2004).  

1.1.5 Vefjagerð blöðruhálskirtilsins 

Blöðruhálskirtillinn er myndaður af þekjuvefsfrumum og 

band vefsfrumum. Þekjuvefur er mjög frumuþéttur með 

litlu millifrumuefni og frumunum er haldið saman með 

tengjum milli frumuhimnanna. Þekjuvefur þekur hol 

líkamans og einungis önnur hlið þekjulagsins er hulin 

öðrum vef, hin hliðin liggur út að holi. Hlutverk þekjuvefsins er að þekja líkamsholin og seyta efnum 

sem frumurnar framleiða annað hvort beint út í millifrumuefnið eða út í rásir í kirtlinum.  

Þekjuvefur hefur taugatengingu en blóðflæði um hann er ekkert þar sem hann inniheldur ekki 

æðar. Þekjuvefurinn er því háður undirliggjandi bandvef um næringarefni úr blóði og frásog 

úrgangsefna sem blóðið ber burt. Þekjuvefur skiptir sér mjög ört og er í sífelldri endurnýjun. 

Bandvefurinn er frumufár miðað við þekjuvefinn og hefur mikið millifrumuefni en gerð þess fer eftir 

hlutverki bandvefsins. Bandvefurinn er mjög æðaríkur og nærir þekjuvefinn. Sléttar vöðvafrumur eru 

einnig í blöðruhálskirtlinum (Tortora & Derrickson, 2009; Blandy, 1998). Þar sem frumulínan PZHPV7 

er þekjuvefsfrumulína og krabbamein í blöðruhálskirtli eru upprunnin í þekjuvefsfrumum verður ekki 

fjallað meira um aðrar frumugerðir blöðruhálskirtilsins (Weijerman o.fl., 1994; Wang o.fl., 2009). 

1.2 Stofnfrumur og myndun mismunandi vefja í fósturþroska 

Stofnfrumur gegna lykilhlutverki í fósturþroska þar sem þær eru forverafrumur fyrir allar þær 

frumugerðir sem hver og ein lífvera samanstendur af. Mismunandi er hversu margar frumugerðir 

stofnfrumur geta sérhæfst í eftir því hvar í fósturþroskanum þær eru staddar. Okfruman verður til við 

frjóvgun eggfrumu með sæðisfrumu og er kölluð alhæf (e. totipotent), hún getur sérhæfst í allar 

vefjagerðir líkamans og fylgju. Eftir um það bil fimm daga hefur okfruman skipt sér og myndað 

kímblöðru (e. blastocyst) sem samanstendur af trophectoderm frumum sem umlykja kímblöðruna og 

innanfrumumassa sem er fjölhæfur (e. pluripotent) og myndar fóstrið. Trophectoderm frumur mynda 

fylgjuna seinna í fósturþroskanum. Á þessum tíma í fósturþroskanum eru frumurnar í 

Mynd 1: Vaxtarmynstur sem 
blöðruhálskirtilskrabbameins-
frumur mynda í æxlum. Myndin 
er notuð til að stiga æxli úr 
blöðruhálskirtli eftir Gleason 
kvarðanum (Humphrey, 2004) 
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innanfrumumassanum ekki lengur alhæfar, þær geta ekki sérhæfst í trophectoderm frumur en þær eru 

fjölhæfar og geta þar af leiðandi sérhæfst í allar frumur sem mynda heila lífveru.  

Um það bil 15 dögum eftir frjóvgun myndast holfóstur. Þá hafa allar frumur sérhæfst í átt að 

ákveðinni vefjagerð og einu frumurnar sem halda eftir hæfileikanum til að mynda alhæfar frumur eru 

kynfrumurnar sem gera það með því að renna saman við aðra kynfrumu (Sterneckert o.fl., 2012; 

Tortora & Derrickson, 2009, Niwa; 2007). Í fósturþroska spendýra myndast um 200 sérhæfðar 

frumugerðir sem allar eru mismunandi en eiga allar eina upprunafrumu, okfrumuna (Boyer o.fl., 2005). 

1.2.1 Myndun blöðruhálskirtilsins 

Blöðruhálskirtillinn byrjar að myndast í 10. viku fósturþroskans út frá UGS (e. urogenital sinus). Við 8. 

viku fósturþroska byrja karlhormón (e. androgen) að myndast og þá aðgreinast kynfæri karlkyns og 

kvenkyns fóstra. Blöðruhálskirtillinn myndast sem einsleitt líffæri en kirtillinn aðgreinist ekki í innra og 

ytra svæði fyrr en við kynþroska. Samskipti milli bandvefskímfrumna (e. mesenchymal cell) og 

þekjuvefsfrumna eru undirstöðuatriði í myndun blöðruhálskirtilsins. Þau verða fyrir tilstilli karlhormóns 

viðtaka í bandvefskímfrumum í UGS sem valda þekjuvefs útvexti og myndun greinóttrar formgerðar í 

blöðruhálskirtlinum. UGS hefur tvö lög, innra lagið er úr þekjuvefsfrumum og ytra lagið úr 

bandvefskímfrumum, í miðjunni er holrúm. Fyrst er myndun blöðruhálskirtils ákvörðuð, svo bunga 

þekjuvefsfrumur út úr UGS (e. budding) og mynda strengi af þekjuvefsfrumum í gegnum 

bandvefskímfrumulag. Strengirnir verða síðan holir að innan og mynda kirtilganga sem lengjast og 

greinast í sundur. Þekjuvefsfrumurnar sérhæfast síðan í blöðruhálskirtilsfrumur (luminal, basal og 

neuroendocrine frumur) samhliða myndun kirtilganganna. Þetta er ferillinn í grófum dráttum en margt 

er ekki skilið varðandi myndun blöðruhálskirtilsins.  

Miklar upplýsingar hafa fengist með því að skoða þroskun blöðruhálskirtils í músum og rottum 

þó að grundvallarmunur sé á gerð líffæranna milli tegundanna. Blöðruhálskirtli í músum er skipt í blöð 

og hann heldur áfram að greinast eftir fæðingu. Blöðruhálskirtill í mönnum er í heilu lagi og við 

fæðingu er hann fullgreinóttur. Í báðum tilvikum vex hann ekki í fulla stærð fyrr en á kynþroskaaldri 

(Meeks & Schaeffer, 2011; Risbridger o.fl., 2005; Pritchard & Nelson, 2008; Sotomayor o.fl., 2009).  

Mikill fjöldi próteina og hormóna koma að þessu ferli, fyrst skal nefna karlhormónin en án þeirra 

myndast enginn blöðruhálskirtill. Nkx3.1, umritunarþáttur sem er tjáður í UGS og í þekjuvef 

blöðruhálskirtilsins, þrjú af Hox genunum, tvö Fox genanna auk Sox9, FGF (e. fibroblast growth factor) 

og margra annarra taka öll þátt í myndun blöðruhálskirtilsins. Margar vel varðveittar boðleiðir (e. 

signaling pathways) eru nýttar við þroskun hans, til dæmis Wnt, hedgehod og Notch (Meeks & 

Schaeffer, 2011; Wang o.fl. 2008). Þroskun mismunandi vefja og rétt sérhæfing stofnfrumna er 

geysilega mikilvæg fyrir uppvöxt allra lífvera. Á þessu ferli þarf að vera nákvæm stjórnun. 

Umritunarþættir sjá að miklu leiti um það en þeir stjórna genatjáningu líkamsfrumna. 

1.3  Almennt um umritunarþætti 

Umritunarþættir þekkja ákveðnar DNA raðir og koma annað hvort umritun af stað eða hindra hana. 

Þeir geta líka haldið ákveðnum genum í viðbragðsstöðu. Öll verk umritunarþátta eru unnin sem svar 

við boðum sem berast úr umhverfinu. Umritunarþættir eru einn stærsti hópur próteina í erfðamenginu 
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en um það bil 10% gena kóða fyrir umritunarþáttum. Umritunarþættir bindast stýrisvæðum sem geta 

verið nálægt genunum eða fjarlæg, í allt að hundraða kílóbasa fjarlægð (Young, 2011). 

1.3.1 Almennt um Oct4 

Umritunarþátturinn Oct4 (e. Octamer binding transscription factor 4) gengur undir mörgum nöfnum, til 

dæmis Oct3, Oct3/4 eða POU5F1. Í þessari ritgerð verður umritunarþátturinn kallaður Oct4 og 

samsvarandi gen Oct4. Gervigenið sem mest er fjallað um er POU5F1P1 og samsvarandi gen er 

POU5F1P1. Oct4 er kjarnaprótein sem hefur POU-hneppi sem binst við röðina ATTTGCAT á 

stýrisvæðum. Oct4 er tjáð af Oct4 geninu á litningi 6. Tvö mismunandi splæst umrit eru til af geninu en 

umrit 1 (stundum kallað Oct4A) er umritunarþátturinn Oct4. Umrit 2 (Oct4B) er umfrymisprótein sem 

hefur ekki áhrif á stofnfrumueiginleika. Til eru sex gervigen af Oct4 geninu í erfðamengi mannsins 

(Panagopoulos o.fl., 2008a). Þrátt fyrir að Oct4 sé mikilvægur umritunarþáttur hjá stofnfrumum þá er 

tjáning Oct4 ekki einungis hjá stofnfrumum því umritunarþáttinn er meðal annars að finna í einkjarna 

frumum í blóði (e. peripheral blood mononuclear cells; PBMC). Því er ekki hægt að nota hann sem 

einkenni á stofnfrumum og ekki hægt að segja að tjáning Oct4 sé til marks um fjölhæfni (Zangrossi 

o.fl. 2007).  

1.3.2 Uppruni gervigena 

Gervigen hafa DNA röð sem líkist mjög virkum genum og eru annað hvort afleiðing tvöföldunar í 

erfðamengi eða retróstökkla (e. retrotransposon). Gervigenin mynduðust fyrr í þróunarsögu mannsins, 

hafa safnað í sig stökkbreytingum í tímans rás og eru þar af leiðandi mörg óvirk. Tvær megingerðir eru 

til af gervigenum; unnin gervigen og óunnin. Unnin gervigen myndast þegar splæstu mRNA er skotið 

inn í DNA með hjálp retróstökkla. Slík gervigen innihalda ekki innraðir en hafa fjöl-A hala líkt og splæst 

mRNA. Óunnin gervigen stafa af tvöföldun á genum sem getur átt sér stað fyrir mistök þegar fruman 

tvöfaldar erfðaefni sitt. Slík gervigen eru oftast lík upprunalega geninu hvað varðar innraðir og annað 

hvort hefur genið tvöfaldast alveg eða þá að einhvern hluta þess vantar (Rouchka & Cha, 2009).  

1.3.3 Gervigen Oct4 

Gervigen af Oct4 eru sex talsinsí erfðamengi mannsins. Þau eru á litningum 1, 3, 10, 12 og tvö þeirra 

eru á litningi átta. Öll eru þetta unnin gervigen nema það sem er á litningi 3 og reiknuð amínósýruröð 

þeirra hefur 84,7-97,8% samsvörun við umritunarþáttinn Oct4. Það gervigen Oct4 sem hlotið hefur 

mesta athygli, og er viðfangsefni þessarar rannsóknar, er genið POU5F1P1 sem er annað gervigenið 

á litningi 8 (8q24). POU5F1P1 genið er með 97,5% samsvörun við Oct4 og kóðar fyrir próteini sem 

hefur 95% samsvörun við umrit 1 af Oct4. Próteinið POU5F1P1 er kjarnaprótein og getur stjórnað 

umritun líkt og Oct4, en POU5F1P1 er mun veikari umritunarþáttur 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 verið litið á gervigen sem rusl DNA, þ.e. að þau gegni engu hlutverki og séu ekki tjáð. Það 

er ekki tilfellið með gervigen Oct4 en komið hefur í ljós að sum þeirra, POU5F1P1 á litningi 8 og 

gervigenið á litningi 10 eru tjáð í ýmsum krabbameinsvef en ekki í venjulegum líkamsfrumum. 
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Gervigenið á litningi 10 virkar ekki sem umritunarþáttur en POU5F1P1 er veikur umritunarþáttur sem 

getur mögulega stjórnað umritun á Oct4 geninu og þar með tengst krabbameinsmyndun (Suo o.fl., 

2005).  

Tilvist gervigenanna gerir rannsóknir erfiðar þar sem þau geta dulbúist sem móðurgenið. Til 

dæmis ef DNA hefur ekki brotnað almennilega niður með DNasa meltingu áður en cDNA er gert út frá 

mRNA fyrir rauntíma-PCR þá geta vísarnir magnað upp gervigen úr öllu erfðamenginu sem veldur 

falskri jákvæðri svörun. Bæði unnin og óunnin gervigen geta valdið þessu. Því er mikilvægt að vanda 

valið á vísunum sem notaðir eru til að ganga úr skugga um að þeir séu sértækir fyrir Oct4 genið ef 

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

1.3.5 Sameiginleg einkenni Oct4 og POU5F1P1 

Oct4 og POU5F1P1 eru mjög lík prótein. Þau hafa mörg sömu hneppin, til dæmis er sama 

einkennisamínósýruröð homeodomain hneppisins og tvær einkennisraðir POU hneppisins í báðum 

próteinunum. POU hneppið er um 150-160 amínósýrur að lengd og er sérkenni POU 

umritunarþáttanna. POU5F1P1 hefur einni færri amínósýru, 359 as. meðan Oct4 hefur 360 as. og 14 

as. ber ekki saman í amínósýruröðinni (Rizzino, 2009; EMBL-EBI o.fl., 2012a, 2012b). 

1.3.6 Staðsetning POU5F1P1  

POU5F1P1 er staðsett á litningi 8, á svokölluðu 8q24 svæði. Genið er ~15 kb fyrir neðan 

einkirnisbreytileikann (e. single nucleotide polymorphism; SNP) rs6983267 sem hefur verið tengdur við 

aukna hættu á blöðruhálskirtilskrabbameini og ristilkrabbameini og 8q24 svæðið í heild hefur verið 

tengt við margvísleg krabbamein. Svæðið er 1,18 Mb að stærð og liggur milli FAM84B gensins sem er 

þráðhaftsmegin og c-MYC genið sem er litningsenda megin. Bæði genin hafa verið tengd við 

krabbamein; FAM84B er tengt brjóstakrabbameini en lítið er vitað um virkni þess. c-MYC er yfirtjáð 

bæði í brjóstakrabbameini og í blöðruhálskirtilskrabbameini og ef dregið er úr tjáningu c-MYC í 

krabbameinsæxlum minnkar vöxtur þeirra, bæði í ræktunum og í tilraunadýrum (Ghoussaini o.fl., 

2008). c-MYC gegnir líka stóru hlutverki í að viðhalda fjölhæfu ástandi fósturfrumna (Young, 2011).  

Á 8q24 svæðinu hafa verið greindar 5 setraðir (e. haplotypes) sem tengdar eru krabbameinum, 

ein þeirra var tengd brjóstakrabbameini, þrjár tengdar blöðruhálskirtilskrabbameini og ein var tengd 

aukinni hættu á blöðruhálskirtils-, ristil- og eggjastokkakrabbameini (Ghoussani o.fl., 2008). Nýrri 

rannsókn hefur sýnt fram á að engin tengsl eru milli einkirnisbreytileika á 8q24 svæðinu og 

eggjastokkakrabbameins (White o.fl. 2010). Aðrar rannsóknir tengja einkirnisbreytileika á 8q24 

svæðinu við aukna hættu á myndun blöðruhálskirtilskrabbameins (Ciampa o.fl., 2011) og 

ristilskrabbameins (Mimori o.fl., 2012; Tomlinson o.fl., 2007). Þrátt fyrir að setraðir á 8q24 svæðinu 

hafi verið tengdar krabbameini eru engin þekkt, virk gen þar, þetta er svokölluð eyðimörk í 

erfðamenginu. Á þessu svæði er einungis gervigenið POU5F1P1 sem er ekki tjáð í venjulegum vefjum 

en hefur verið tjáð í krabbameinum (Kastler o.fl., 2010, Suo o.fl. 2005). 
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1.4 Hlutverk og virkni Oct4 

1.4.1 Viðhald fjölhæfni í fósturstofnfrumum 

Í fósturstofnfrumum er fjölhæfu ástandi viðhaldið með þremur meginumritunarþáttum; Oct4, Sox2 og 

Nanog. Oct4 og Nanog eru taldir vera lykilþættir vegna þess hvernig þeir eru tjáðir í fósturfrumum og 

tilraunum sem sýna að þeir eru nauðsynlegir til að fruman haldi fjölhæfni sinni (Chambers & Smith, 

2004; Nichols o.fl., 1998). Oct4 myndar misleita tvennd (e. heterodimer) með Sox2 í 

fósturstofnfrumum og því er Sox2 nauðsynlegur fyrir virkni Oct4. Nanog binst á sömu staði 

erfðamengisins og Oct4/Sox2 tvenndin, er nauðsynlegur fyrir fjölhæfni fósturstofnfrumna í 

innanfrumumassanum í fósturþroska og er því talin meginumritunarþáttur í stjórn fjölhæfs ástands 

(Young, 2011; Boyer o.fl., 2005; Silva & Smith, 2008). Meginumritunarþættirnir vinna saman að því að 

gen sem viðhalda fjölhæfu ástandi séu tjáð og að umritunarþættir sem stýra myndun 

sérhæfingarpróteina séu ekki tjáðir. Fruman viðheldur fjölhæfu ástandi meðan ekki berast boð um 

annað (Young, 2011). 

1.4.2 Virkni meginumritunarþátta 

Meginumritunarþættirnir þrír sem viðhalda fjölhæfu ástandi fósturfrumna bindast stýrisvæðum sjálfs 

sín og stjórna magni með jákvæðri svörun (e. positive feedback). Ef magn eins af þessum þáttum 

minnkar þá sérhæfist fruman. Oct4 og Nanog geta bundið og virkjað marga aðra umritunarþætti, til 

dæmis c-Myc og Klf4, sem skýrir að hluta til hversu víðtæk genastjórnunaráhrif þeir hafa. Ef virkni 

meginumritunarþáttanna er stöðvuð byrjar strax tjáning margra umritunarþátta sem stjórna sérhæfingu 

sem bendir til þess að genin séu í viðbragðsstöðu (Young, 2011). Oct4 og Nanog hamla tjáningu 

sérhæfingarumritunarþátta meðal annars með hjálp SetDB1 og Polycomb hópsins sem hafa áhrif á 

hvernig litningarnir vefjast á histónurnar (Young, 2011; Bilodeau o.fl., 2009).  

Meginumritunarþættirnir hvata tjáningu gena með því að setjast ásamt öðrum fylgiþáttum (e. 

cofactor) á stýrisvæði gens og bindast RNA polýmerasa II sem byrjar þá að umrita genið. Svæði sem 

binda alla meginumritunarþættina hafa venjulega eflivirkni fyrir genatjáningu (Young 2011; Kagey o.fl., 

2010). Fundist hafa markgen sem Oct4 stjórnar ásamt Sox2, til dæmis FGF-4 (e. fibroblast growth 

factor-4), umritunarfylgiþáttinn Utf1 og umritunarþáttinn Rex-1 (Zangrossi o.fl., 2007) en rúmlega 1000 

bindiset eru þekkt í erfðamenginu fyrir Oct4 (Loh o.fl., 2006).  

Oct4 stjórnar tjáningu á mismundi genum eftir því í hvaða frumu það er virkt, til dæmis kveikir 

Oct4 á öðrum genum í fósturstofnfrumum heldur en í bandvefskímfrumum þó svo að virkni genanna 

sem kveikt er á sé lík (Greco o.fl., 2007). Nákvæm stjórnun á magni Oct4 í kjarna fjölhæfra frumna er 

nauðsynleg. Ef Oct4 genið er slegið út eða tjáning þess minnkuð þá afsérhæfast fjölhæfu 

stofnfrumurnar í trophectoderm frumur sem mynda fylgjuna (Hay o.fl., 2004). Ef Oct4 tjáning er aukin í 

fósturstofnfrumum, jafnvel minna en tvöfalt, þá sérhæfast frumurnar í miðlags- (e. mesoderm) eða 

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

1.4.3 Vefjasértækar stofnfrumur 

Vefjasértækar stofnfrumur (e. adult stem cells) eru til í mörgum vefjum líkamans, til dæmis í 

meltingarvegi, brjóstvef og beinmerg (blóðmyndandi stofnfrumur). Sérhæfðar frumur geta verið mjög 
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skammlífar og það þarf að sjá til þess að alltaf sé nóg af frumum til að leysa af hólmi þær sem drepast. 

Það er hlutverk vefjasértækra stofnfrumna, þær skipta sér mjög fljótt og sumar dótturfrumurnar halda 

stofnfrumueiginleikunum en aðrar sérhæfa sig. Vefjasértækar stofnfrumur geta stillt hversu oft þær 

skipta sér saman við þörf líffærisins fyrir endurnýjun og alltaf er jafn fjöldi af vefjasértækum 

stofnfrumum (Sotomayor o.fl., 2009; Dalerba o.fl., 2007). Þegar dótturfrumur stofnfrumna sérhæfast 

verða fyrst til mögnunarfrumur (e. transit amplifying cells) sem hafa minni tilhneigingu til að 

sjálfsendurnýjast og meiri tilhneigingu til að sérhæfast (Jones & Watt, 1993). Oct4 er tjáð í kjarna 

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

1.4.4 Krabbameinsmyndandi frumur 

Krabbameinsæxli innihalda mjög misleitar frumugerðir þrátt fyrir að krabbamein séu upprunnin frá 

einni frumu. Það er útskýrt með því að upprunafruman sé svokölluð krabbameinsmyndandi fruma (e. 

cancer stem cell eða cancer initiating cell) sem deila nokkrum eiginleikum með stofnfrumum. Fruman 

er þá sjálfsendurnýjandi, getur skipt sér og sumar dótturfrumurnar halda stofnfrumueiginleikum og 

sumar geta sérhæfst í allar þær vefjagerðir sem æxlið samanstendur af. Þær eru taldar vera lítill hluti 

af frumunum í æxlinu og hægt er að flokka þær frá öðrum æxlisfrumum eftir viðtökum á 

frumuhimnunni en krabbameinsmyndandi frumur eru meðal annars með CD44, CD133 og EpCAM 

viðtaka (Alison o.fl., 2010; Kong o.fl., 2011; Floor o.fl., 2011; Tang, o.fl., 2007).  

Talið er að þessar frumur geti lifað af krabbameinsmeðferðir og valdi því að krabbamein tekur sig 

upp aftur eftir meðferð. Þær eru einskonar forðabúr af frumum fyrir krabbameinsæxli. Ef 

krabbameinsfrumur úr æxlum eru aðgreindar í mismunandi hópa eftir viðtökum á frumuhimnu og 

sprautað inn í ónæmisbældar mýs geta aðeins krabbameinsmyndandi frumur endurmyndað æxlið í 

músunum með sömu frumufjölbreytninni (Kong o.fl., 2011; Lapidot o.fl., 1994). Collins og félagar 

(2005) fundu út að krabbameinsmyndandi frumur í blöðruhálskirtilskrabbameinsæxlum eru merktir 

með CD44, CD133 og α2β1
HI

 (mikil tjáning). Um það bil 0,1% af frumum í æxlunum var með þessa 

svipgerð.  

1.4.5 Uppruni krabbameinsmyndandi frumna 

Þrjár tilgátur eru um tilurð krabbameinsmyndandi frumna; að vefjasértækar frumur stökkbreytist í 

krabbameinsmyndandi frumur eða að mögnunarfrumur eða sérhæfðar líkamsfrumur stökkbreytist og 

afsérhæfist í krabbameinsmyndandi frumur (Sotomayor o.fl., 2009; Visvader & Lindeman, 2008). Vera 

má að krabbameinsmyndandi frumur geti átt uppruna sinn í öllum þessum frumugerðum þar sem 

tilgáturnar útiloka ekki hvor aðra. Rök fyrir því að vefjasértækar stofnfrumur séu upprunafrumur eru 

þau að krabbamein er sjúkdómur sem tekur oftast langan tíma í myndun, frumur safna í sig 

stökkbreytingum á löngum tíma og mynda að lokum krabbameinsæxli með óstjórnanlegri 

frumuskiptingu. Í mörgum vefjum líkamans eru einu frumurnar sem lifa nógu lengi til að safna í sig 

stökkbreytingum vefjasértækar stofnfrumur (Dalerba o.fl., 2007; Tai o.fl., 2005, Alison o.fl., 2010).  

1.4.6 Tjáning Oct4 í krabbameinum 

Umritunarþættirnir sem tengdir hafa verið við fjölhæfar stofnfrumur, Nanog, Oct4, Sox2 og c-Myc, eru 

líka tjáðir í kjarna krabbameinsmyndandi frumna. Tjáning umritunarþáttanna er meiri í illa þroskuðum 
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æxlum (e. poorly differentiated tumors) (Ben-Porath o.fl., 2008; Chen o.fl., 2008). Sýnt hefur verið fram 

á að Oct4 er tengdur krabbameinslyfjaónæmi. Linn og félagar (2010) bjuggu til krabbameinsfrumulínu 

úr blöðruhálskirtli sem var ónæm fyrir algengum krabbameinslyfjum og frumurnar reyndust auka 

tjáningu á Oct4 og þeim genum sem Oct4 stjórnar tjáningu á. Lungnakrabbameinsfrumur sem hafa 

CD133 yfirborðsprótein á frumuhimnunni hafa aukna tjáningu á Oct4 en þetta yfirborðsprótein er tengt 

krabbameinsmyndandi frumum. Þegar tjáning Oct4 var minnkuð með si-RNA breyttist svipgerð 

lungnafrumnanna, þær fóru frá því að vera hnattlaga og fljótandi í æti í það að vera þekjuvefslegri og 

fastar við botninn. Eins minnkaði tjáning á CD133 yfirborðspróteininu (Chen o.fl., 2008). 

1.4.7 Framkallaðar stofnfrumur 

Oct4 er hægt að nota til þess koma venjulegum líkamsfrumum (e. somatic) aftur á stofnfrumustigið og 

mynda framkallaðar stofnfrumur. Í venjulegum fósturþroska er sérhæfing frumnanna óviðsnúanleg en 

nú eru hægt að taka sérhæfða líkamsfrumu og afsérhæfa hana í tilraunaskyni. Þá er líkamsfruma 

endurforrituð til þess að geta sérhæft sig í allar frumugerðir sem þarf til að mynda lífveru.  

Afsérhæfingu var fyrst náð fram með því að yfirtjá umritunarþættina Oct4, Sox2, Klf4 og c-Myc 

með retro veiruferjum í sérhæfðum frumum (Takahashi & Yamanaka, 2006; Takahashi o.fl., 2007). 

Síðan þá hefur verið reynt að fækka umritunarþáttunum sem nota þarf. Þegar veiruferjur eru notaðar 

er alltaf hætta á að genið fari inn í erfðamengið á viðkvæman stað og innskotið valdi stökkbreytingum 

sem hafa áhrif á frumuna. Kim og félögum (2008) tókst að afsérhæfa taugastofnfrumur með tveimur 

umritunarþáttum og ári seinna tókst þeim að framkalla fjölhæfar stofnfrumur úr taugastofnfrumum með 

því að yfirtjá eingöngu Oct4 en Sox2 er tjáð náttúrulega í þessum frumum (Kim o.fl., 2009).  

Framkallaðar stofnfrumur þarf að bera saman við fósturstofnfrumur til að sjá hversu líkar þær 

eru og hvort þær hafi sömu eiginleika. Fósturstofnfrumur voru fyrst einangraðar úr mús árið 1981 og 

svo úr manna fósturvísum sem höfðu verið búnir til fyrir tæknifrjóvgun árið 1998 (Thomson o.fl., 1998). 

Fósturstofnfrumur eru fjölhæfar og einkennast af því að  hægt er að rækta þær í tilraunaskyni án þess 

að þær tapi sérhæfingareiginleikum sínum, það er hægt að sérhæfa frumurnar í öll kímlögin og þær 

mynda furðuæxli (e. teratoma), sem innihalda frumur sem hafa sérhæfst úr öllum kímlögum fóstursins, 

ef þeim er sprautað í ónæmisbældar mýs (Guðjónsson & Steingrímsson, 2003; Sternckert o.fl., 2012; 

Pera & Tam, 2010). 

1.5 Inngangur að aðferðafræði 

1.5.1 PCR og touchdown mögnun 

Grunnvinnan við þetta verkefni byggir að miklu leiti á fjölliðunarkeðjuhvarfi (e. polymerase chain 

reaction, PCR) sem verður hér eftir kallað PCR. Þessi aðferð var notuð til að magna upp búta úr DNA 

sem innihéldu genin sem átti að yfirtjá. Til þess að PCR vinnan yrði sem nákvæmust og skilvirkust var 

notuð touchdown mögnun sem byggir á því að hitinn sem vísarnir festast á DNA þræðina 

(pörunarstigið) við er hafður mjög hár í fyrstu og lækkaður eftir því sem líður á keyrsluna. Þetta er gert 

til að koma í veg fyrir ósértæka pörun í fyrstu hringjum keyrslunnar. 



  

18 

1.5.2 Skerðihvatar og virkni þeirra 

Genabútarnir sem búnir voru til með PCR hvörfunum voru með jafna enda (e. blunt ends) eins og 

vaninn er með búta úr PCR og plasmíðið var hringlaga. Opna þurfti plasmíðið til að hægt væri að líma 

bútana inn í það og gera enda bútanna ójafna (e. overhang) til þess að mynda flöt sem hægt væri að 

líma saman. Það var gert með skerðihvötum sem þekkja ákveðnar DNA raðir, klippa DNA röðina í 

sundur á þessum ákveðnu röðum og skilja eftir ójafna enda. Skerðihvatarnir sem notaðir voru til að 

klippa plasmíðið í sundur vinna best við mismunandi saltstyrk. Því er ekki hægt að láta þá vinna 

samtímis og klippingin er því gerð í tveimur stigum.  

1.5.3 Þyrpinga PCR 

Til að staðfesta að plasmíðið hafi límst rétt saman var gert þyrpinga PCR. Þegar það er gert parast 

vísarnir, sem eru upphafs- og lokastaðsetning fyrir bútana sem myndast, sitt hvorum megin við 

skerðisetin og genið sem skotið er inn á milli þeirra. Þegar þessir vísar eru notaðir magnast upp bútar 

úr ölllum plasmíðum en stærð þeirra segir til um hvort genið hafi límst inn eða ekki. 

1.5.4 Fjölgun plasmíða í bakteríum 

E.coli bakteríur voru notaðar til að fjölga valplasmíðinu. Bakteríurnar voru settar í snögg hitaskipti til 

þess að þær tækju plasmíðið upp en þegar þær hafa tekið það upp er það afritað við skiptingu líkt og 

annað erfðaefni bakteríunnar. Erfðaefni á litlum plasmíðum er algengt hjá bakteríum en þannig 

skiptast þær stundum á erfðaupplýsingum, til dæmis sýklalyfjaónæmi (Forbes o.fl., 2007). Það var líka 

tilfellið með valplasmíðið en það innihélt sýklalyfjaónæmi fyrir ampicillini. Því var notað ampicillin val 

fyrir E.coli bakteríurnar, þ.e. einungis þær sem höfðu tekið upp plasmíðið uxu í æti sem innihélt 

sýklalyfið ampicillin.  

1.5.5 Frumurækt 

Frumur eru venjulega ræktaðar í flöskum þar sem þær liggja lausar á botninum eða festa sig við 

botnin einsog þekjuvefsfrumur gera. Það er kallað tvívíð ræktun þar sem að frumurnar liggja hlið við 

hlið en mynda ekki þríðvíða byggingu. Hægt er að rækta frumur í þrívídd, þá eru þær ræktaðar upp í 

matrigeli sem gefur þeim tækifæri á að mynda byggingarform. Sem dæmi um þetta myndar PZHPV7 

frumulínana greinótta formgerð í matrigeli þegar ræktunin hefur náð ákveðnum aldri. 

1.5.6 Almennt um veiruferjur 

Veiruferjur eru nýleg leið til að setja gen inn í frumur. Þar eru nýttir hæfileikar veira til að setja 

erfðamengi sitt inn í erfðamengi frumu og láta frumuna framleiða þau prótein sem veiran þarfnast til að 

fjölga sér. Þegar veirur eru notaðar til að ferja gen inn í frumur eru plasmíð með valgeninu, hér eftir 

kallað valplasmíð, sett inn í framleiðslufrumur, oft 293T frumur, ásamt veirupökkunarplasmíðum. 

Pökkunarplasmíðunum er síðan ætlað að tjá prótein sem pakka valplasmíðinu í veirur sem geta 

komist inn í frumur af valdri frumulínu og þannig ferjað valplasmíðið inn í erfðamengi valfrumunnar. 

Þegar þessu ferli er lokið eiga valfrumurnar að tjá valgenið án þess að geta framleitt veirur og þar með 

án þess að vera smitandi sem er lykilatriði við notkun veiruferja.  
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1.5.6.1 Öryggisatriði varðandi veiruferjur 

Til þess að hægt sé að gera þetta á öruggan hátt þá mega pökkunarplasmíðin ekki hafa möguleika á 

því að pakka sjálfum sér í veiru. Margar tegundir af pökkunarplasmíðum eru til sem afleidd eru af 

mismunandi veirutegundum en öll eiga þau það sameiginlegt að vera genabreytt, búið er að eyða eins 

mörgum af upprunalegu veirugenunum og hægt er. Valplasmíðið inniheldur sérstakt pökkunarmerki (Ψ 

röð); RNA röð sem upphaflega merkti RNA raðir veirunnar sjálfrar til að þess að aðgreina frá RNA 

röðum frumunnar sem veiran var í. Einungis þeim RNA röðum sem innhéldu pökkunarmerkið var 

pakkað í veirur. Þegar veiruferjur eru notaðar er einungis valplasmíðið merkt með pökkunarmerkinu en 

búið er að eyða því af pökkunarplasmíðunum. Af því leiðir að einungis valplasmíðinu er pakkað í veiru 

og sett út úr framleiðslufrumunni. Þegar þessar veirur með valplasmíðinu í eru síðan notaðar til að 

smita frumur þá eru engin pökkunarplasmíð til að mynda próteinin sem þarf til þess að pakka RNA í 

veirur þannig að fruman getur ekki myndað veirur. Það er gríðarlega mikilvægur eiginleiki fyrir 

veiruferjur að hægt sé að setja gen inn í frumur án þess að þær verði smitandi sjálfar (Trono, 2000; 

Walther & Stein, 2000). 

1.5.6.2 Sérkenni lentiveiruferja 

Lentiveiruferjur eru mjög mikið notaðar í tilraunum og hafa ýmsa eftirsóknarverða eiginleika. Til dæmis 

geta þær innlimað gen inn í erfðamengi frumu sem er ekki í skiptingu en það gátu fyrri veiruferjur ekki 

(Lewis o.fl., 1992). Lentiveiruferjur geta líka borið tiltölulega stór gen, allt að 10 kb (Trono, 2000). 

Ókostur við lentiveiruferjur er að þegar veirurnar innlima gen í erfðamengi þá er staðurinn valinn af 

handahófi og genið getur því lent á viðkvæmum stað í erfðamenginu; til dæmis getur það óvirkjað eða 

virkjað mikilvæg gen sem getur leitt til krabbameinsmyndunar (Trono, 2000).  

Fyrstu veiruferjurnar samastóðu af tveimur plasmíðum, öðru með valgeninu og 

pökkunarmerkinu og hitt var pökkunarplasmíð 

með öllum próteinunum sem þurfti til að gera 

veiru. Þetta virkaði vel til að koma genum inn í 

frumur en þótti of hættulegt þar sem ekki þurfti 

nema eina tvöfalda endurröðun á réttum stað 

milli plasmíðanna tveggja og þá gátu myndast 

pökkunarplasmíð með pökkunarmerki. Þeim var 

þá pakkað í veirur og þegar valfrumurnar voru 

smitaðar með veirunum þá gátu þær myndað 

pökkunarprótein og voru þar með smitandi. Með 

frekar þróun var dregið úr þessarri hættu og 

þegar önnur kynslóð lentiveiruferja kom fram þá 

var búið að skipta pökkunarplasmíðinu í tvennt. 

Þá myndi þurfa tvær endurraðanir á réttum 

stað til að fá öll pökkunargenin og 

pökkunarmerkið á sama plasmíð. Í þriðju kynslóð lentiveiruferja var búið að skipta pökkunarplasmíðinu 

í þrennt (Zufferey o.fl., 1997; Trono, 2000; Walther & Stein, 2000; Wiznerowicz & Trono, 2003).  

Mynd 2: Kort af pLVTHM veiruferjunni (Addgene, 
án ártals, a). 
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1.5.6.3 pLVTHM veiruferjan 

pLVTHM veiruferjan var notuð í þessu verkefni. Hún er um það bil 11 kb stór og var sérstaklega 

hönnuð fyrir shRNA raðir en hún hefur sannað gildi sitt við að ferja stærri gen. Kort af henni má sjá á 

mynd 2. Þar sést að veiruferjan er með ampicillin sýklalyfjaónæmi (merkt sem AmpR á mynd 2) sem 

bakteríurnar sem fjölga plasmíðinu geta nýtt sér. Svæðið sem merkt er 5´LTR á mynd 2 eru genin sem 

kóða fyrir pökkunarpróteinunum. Ólíkt mörgum öðrum plasmíðum þá er ekki lyfjaónæmi á pLVTHM 

plasmíðinu þannig að hægt sé að drepa með ákveðnu lyfi þær frumur sem ekki hafa tekið upp 

plasmíðið, eru ekki með lyfjaónæmið, og einangra með þeim hætti þær frumur sem tóku plasmíðið 

upp. pLVTHM notast við GFP merkingu; á plasmíðinu er GFP genið og þegar það er tjáð í 

framleiðslufrumum og valfrumum þá myndast GFP prótein (e. green fluorescent protein) sem 

flúorljómar undir fasasmásjá (Addgene, án ártals, b). 

  



  

21 

 Markmið 

Tilgangur þessarar tilraunar var að yfirtjá Oct4 og POU5F1P1 með lentiveiruferju í 

blöðruhálskirtilsfrumulínu og staðfesta innskotið með mótefnalitun.  

. 
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 Aðferðir 

3.1 Lýsing á tilrauninni 

PZHPV7 frumurnar voru litaðar með mótefnum gegn Oct4 til að kanna grunntjáningu þeirra á 

umritunarþættinum. Oct4 genið og gervigenið POU5F1P1 voru mögnuð upp með PCR, sett inn í 

plasmíðið pLVTHM (Trono-Lab, Lausanne, Sviss (Addgene plasmid 12247)), sem er valplasmíðið, 

með hjálp skerðihvata og lígasa. Plasmíðinu var síðan fjölgað í E.coli bakteríum og gengið úr skugga 

um að genin hefðu límst rétt inn í plasmíðið með PCR hvörfum og raðgreiningu. Veiruflot var gert með 

293T framleiðslufrumum og flotið notað til að smita PZHPV7 valfrumur til að búa til stökkbreyttar 

frumulínar sem oftjá Oct4 og POU5F1P1. Viðmiðunarfrumur verða gerðar með því að smita tómu 

valplasmíði, þ.e. án genainnskots, í PZHPV7 frumur. Að lokum verða þessar þrjár undirlínur litaðar 

með mótefnum gegn Oct4 til að kanna yfirtjáningu þeirra. PZHPV7 frumurnar voru ræktaðar í KSFM 

æti (Gibco®, Carlsbad, Calofornia, Bandaríkjunum) sem er án sermis og er sérstaklega ætlað til að 

rækta upp húðfrumur. Samkvæmt Weijerman og félögum (1994) sem bjuggu frumulínuna til vex hún 

best í því æti, sérstaklega þegar frumurnar vaxa þétt.  

3.2 PCR hvörf 

POU5F1P1 var magnað upp úr einangruðu DNA úr frumulínunni PZHPV7. Notaðir voru vísarnir 

POU5F1P1-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, 

Kaupmannahöfn, Danmörku) sem eru samkvæmt UCSC Genome bioinformatics (2012) sértækir fyrir 

POU5F1P1 gervigenið á litningi 8. 

Oct4 var magnað upp úr FUW-tetO-hOCT4 plasmíðinu (Rudolf Jaenisch Lab, Cambridge, 

Massachusetts, Bandaríkjunum (Addgene plasmid 20726)) með vísunum 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). Á öllum vísum voru skerðiset fyrir skerðihvatana 

sem notaðir voru og fjöl-A hali. Höfundur hannaði vísa til að magna upp OCT4 og POU5F1P1. 

PCR var framkvæmt í 20 μl rúmmáli. Nánari lýsing á innihaldi þess má sjá í töflu 1. 

Tafla 1: Innihald PCR lausnar 

5x Phusion HF buffer (New England Biolabs, Ipswich, Massachusetts, 

Bandaríkjunum) 

4 μl 

Kirni 10 mM (Fermentas, Waltham, Massachusetts, Bandaríkjunum)  2 μl 

Vísir F 100 μM (TAG Copenhagen) 0,2 μl 

Vísir R 100 μM (TAG Copenhagen) 0,2 μl 

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

DNA sýni 1 μl 
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MgCl2 25 mM (Fermentas) 2-3 μl 

Afjónað vatn Upp að 20 μl 

Samtals: 20 μl 

 

Oct4 var magnað upp með 3μl af MgCl2 og POU5F1P1 með 2 μl af MgCl2.  

Mögnunarhvarfið var gert í Veriti® 96 brunna PCR tæki (Applied Biosystems, Carlsbad, California, 

Bandaríkjunum) Mögnunin var gerð í þessum stigum: eðlissvipt var við 98°C í 1 mín og svo tóku við 20 

mögnunarhringir; eðlissvipt við 98°C í 15 sek, parað við 60°C í 15 sek og svo lenging við 72°C í 30 

sek. Þetta var endurtekið 20 sinnum og pörunarhitinn var lækkaður um 0,3°C í hverjum hring. Eftir 20 

hringi voru keyrðir 20 hringir til viðbótar þar sem eðlissvipt var við 98°C í 15 sek, parað við 55°C í 15 

sek og lenging við 72°C í 30 sek. Að lokum var lenging við 72°C í 7 mín og mögnunarlausnin geymd 

við 4°C þangað til að hún var rafdregin.  

3.3 Rafdráttur 

DNA lausnin var rafdregin eftir mögnun í 1% agarósageli (Agarose basic; Applichem, Darmstadt, 

Þýskalandi) sem innihélt 0,4 μgr/ml af etidíum brómíði (Sigma-Aldrich). Gelið lá í TAE buffer og var 

rafdregið við 50 V í 90 mín. 

3.4 Klipping með skerðihvötum 

Oct4 og POU5F1P1 genin og plasmíðið sem notað var, pLVTHM (Trono-Lab) voru klippt með 

skerðihvötunum ClaI (New England Biolabs) og MluI (Fermentas). Blönduð var DNA lausn með 10x 

NEBuffer 4 (New England Biolabs) og 2,5 einingum af ClaI (New England Biolabs). Lausnin var klippt 

við 37°C í 60 mín og hvatinn svo óvirkjaður með því að hita lausnina að 65°C í 15 mín. Svo var 10x R 

buffer (Fermentas) og 5 einingum af MluI (Fermentas) bætt við út í lausnina og hún klippt við 37°C í 90 

mínútur. Að lokum var MluI hvatinn (Fermentas) óvirkjaður með því að hita lausnina að 65°C í 15 mín. 

Til að staðfesta að klippingin hafi gengið var óskorið plasmíð rafdregið á agarósageli við hlið þess 

skorna og þar sást stærðarmunur.  

3.5 SAP meðhöndlun 

Eftir klippingu var plasmíðið meðhöndlað með SAP hvata (Fermentas) til að fjarlægja lausa fosfathópa 

af endum plasmíðsins. Út í plasmíðlausnina var bætt 10x SAP buffer (Fermentas) og 1 einingu af SAP 

hvata (Fermentas). Lausnin var látin verkast við 37°C í 60 mín og eftir það var hvatinn óvirkjaður með 

því að hita lausnina að 65°C í 15 mín. 

3.6 Líming innskots 

Genabútarnir tveir voru límdir inn í plasmíðið með lígasa svo plasmíðið varð aftur hringlaga. Gerð voru 

tvö hvörf, eitt fyrir Oct4 og hitt fyrir POU5F1P1. Hvörfin voru gerð í 20 μl rúmmáli sem innihélt 30 ngr af 

plasmíði, um það bil 150 ngr af hvoru geninu fyrir sig, 10x T4 lígasa buffer (Fermentas) og 1μl af 
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lígasa hvata (Fermentas). Lausnin stóð í 10 mín við herbergishita og yfir nótt við 14°C. Lausnin var 

síðan fryst.  

3.7 Plasmíð sett inn í E.coli 

E.coli bakteríur í tveimur glösum voru teknar úr -80°C frysti og látnar þiðna á ís. Svo voru 5 μl af sitt 

hvorri lausninni sett út í glösin og þau látin standa á ís í 20 mín. Eftir það voru lausnirnar settar í 45 

sek í 42°C hita til að bakteríurnar taki plasmíðið upp. Lausnin var sett í 1 ml af SOC æti (New England 

biolabs) og ræktuð í hristiskáp við 37°C í 60 mín. Þá voru 50 μl af bakteríulausninni fluttir yfir á skál 

með luria agar (Sigma) sem innihélt 100 ngr ampicillin/ml. Skálarnar voru ræktaðar yfir nótt við 37°C. 

Daginn eftir voru einstakar þyrpingar teknar af skálunum og ræktaðar upp í LB broði (Sigma) með 100 

ngr ampicillin/ml. 

3.8 Þyrpinga PCR hvarf 

Til að vita hvort genin hafi límst rétt inn í plasmíðið var gert þyrpinga PCR. Notaðir voru vísarnir Sp6: 

5´-ACG ATT TAG GTG ACA CTA TAG-3´ og H1: 5´-TCG CTA TGT GTT CGT GGA AA-3´ (TAG 

Copenhagen). PCR hvarfið var framkvæmt í 10 μl lokarúmmáli. Innihald lausnarninnar má sjá í töflu 2. 

Tafla 2: Innihald lausnar fyrir þyrpinga PCR hvarf 

10x ThermoPol buffer (New England Biolabs) 1 μl 

Kirni 10 mM (Fermentas) 1 μl 

Vísir Sp6 100 μM (TAG Copenhagen) 0,1 μl 

Vísir H1 100 μM (TAG Copenhagen) 0,1 μl 

Taq DNA polymerasi (New England Biolabs) 0,1 μl 

MgCl2 25 mM (Fermentas) 1,5 μl 

Vatn 6,2 μl 

Samtals: 10 μl 

 

Ekki er gert ráð fyrir rúmmáli DNA lausnar, nóg er að dýfa pípettuoddi ofan í LB æti sem ræktað 

hefur verið í yfir nótt og flytja yfir í PCR lausnina. Hægt að setja pípettuoddinn sem var notaður til að 

pikka þyrpingarnar af skálunum fyrst ofan í glasið sem stendur til að gera PCR í og flytja hann síðan 

ofan í ætið.  

Mögnunin var gerð í Veriti® 96 brunna PCR tæki (Applied Biosystems) í þessum stigum: eðlissvipt 

var við 95°C í 6 mín og svo tóku við 20 mögnunarhringir; eðlissvipt við 95°C í 30 sek, parað við 60°C í 

15 sek og svo lenging við 72°C í 30 sek. Þetta var endurtekið 20 sinnum og pörunarhitinn var 

lækkaður um 0,3°C í hverjum hring. Eftir 20 hringi voru keyrðir 20 hringir til viðbótar þar sem eðlissvipt 

var við 98°C í 30 sek, parað við 55°C í 15 sek og lenging við 72°C í 30 sek. Að lokum var lenging við 

72°C í 10 mín og mögnunarlausnin geymd við 4°C þangað til að hún var rafdregin. 
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3.9 Plasmíð einangrað 

Þeim þyrpingum sem innihéldu rétt límt plasmíð var fjölgað í LB broði með ampicillini og plasmíðið 

einangrað úr þeim með NucleoSpin® Plasmid (Macherey-Nagel, Düren, Þýskalandi). Magn 

plasmíðsins í lausn var mælt með ljósmæli. 

3.10 Raðgreining 

Raðgreining var gerð á plasmíðum í 10 μl lokarúmmáli. Innihald lausnarinnar má sjá í töflu 3. 

Tafla 3: Innihald lausnar fyrir raðgreiningu 

Big Dye mix (Applied Biosystems) 1 μl 

Big Dye terminator buffer (Applied Biosystems) 2 μl 

Vísir 100 μM (TAG Copenhagen) 0,2 μl 

DNA – plasmíð 1,5 μl 

Vatn 5,3 μl 

Samtals: 10 μl 

 

Mögnunin var gerð í Veriti® 96 brunna PCR tæki (Applied Biosystems) í þessum stigum: eðlissvipt 

var við 95°C í 1 mín og svo tóku við 30 mögnunarhringir; eðlissvipt við 95°C í 10 sek, parað við 55°C í 

5 sek og svo lenging við 60°C í 4 mín. Lausnin var geymd við 4°C þangað til hún var hreinsuð. Til að 

hreinsa lausnina var 62 μl af 96% etanóli sem geymt var í frysti bætt útí og sýnin sett í skilvindu sem 

var kæld niður í 4°C og spunnin niður í 30 mínútur við 3000 x g. Eftir spunann var flotinu hellt ofan af 

og 100 μl af 70% etanóli sem geymt var í frysti sett í glösin og aftur var spunnið niður í 15 mín við 

3000 x g og 4°C. Flotinu var hellt af og glösin sett í hitablokk við 42°C í 10 mín til að etanólið gufaði 

upp. Að lokum voru sýnin leyst upp í 15 μl af Hi-Di (Applied Biosystems) og þau raðgreind í ABI 

PRISM® 3100 raðgreiningartæki (Applied Biosystems).  

3.11 Veiruflot  

Veiruflotið er gert í 293T frumum sem ræktaðar voru í DMEM æti (Gibco®) sem var blandað 10% með 

kálfasermi (e. fetal bovine serum; FBS). Frumurnar voru látnar vaxa þar til þær þöktu 90% 

flöskubotnsins. Gerðar voru þrjár smitlausnir, ein fyrir Oct4, önnur fyrir POU5F1P1 og sú þriðja fyrir 

tómt pLVTHM plasmíð án innskots til að nota sem viðmið. Lausnirnar innihéldu 660 μl OPTI-MEM 

(Gibco®), 4,2 μgr psPAX2 plasmíð (Trono-Lab (Addgene plasmid 12260)), 1,4 μgr pMD2.G plasmíði 

(Trono-Lab (Addgene plasmid 12259)), 1,9 μgr af viðkomandi plasmíði og 8 μl Transpass D2 

transfection reagent (New England biolabs). Blöndurnar voru látnar bíða við herbergishita í 30 mín. 

Eftir 30 mín var ætið tekið af 293T frumunum og þær skolaðar með PBS (e. phosphate buffered 

saline). Smitlausnirnar þrjár voru settar í sitt hvert frumuglasið og látnar bíða í tvo klukkutíma, eftir það 
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var 2 ml af æti bætt út í smitlausnina. Um það bil 24 klukkutímum seinna var smitlausninni safnað í 

glas og nýtt æti sett í staðinn. Sólarhring seinna var ætinu safnað í sama glas en ætinu var safnað alls 

þrisvar sinnum með 24 klukkutíma millibili. Eftir þrjú skipti var veiruflotið síað í gegnum 0,45 μm síu og 

það sem ekki var notað strax til að smita með var fryst. GFP ljómun frá 293T frumunum var skoðuð í 

DMI3000 B fasasmásjá (Leica, Wetzlar, Þýskalandi) til að sjá hvort smitunin hefði tekist. 

3.12 PZHPV7 frumur smitaðar 

Til að smita PZHPV7 frumurnar var gerð smitblanda sem innihélt 1 ml veiruflot, 3 ml KSFM ætis 

(Gibco®) og 32 μgr hexadímetrín brómíðs (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, Bandaríkjunum). 

Smitblandan var sett á frumurnar og sólarhring síðar voru 4 ml af KSFM æti (Gibco®) settir í stað 

smitblöndunnar. GFP ljómun var skoðuð í smásjá til að vita hvort smitunin hefði tekist. Vegna lítillar 

GFP ljómunar var smitað aftur sólarhring eftir að fyrsta smitblandan var tekið af. Þá samanstóð 

smitblandan af 2 ml af veirufloti, 2 ml KSFM ætis (Gibco®) og 32 μgr hexadímetrín brómíðs (Sigma-

Aldrich). Sólarhring seinna var smitblandan tekin af. Ákveðið var að smita í þriðja skiptið vegna lítillar 

GFP ljómunar sólarhring eftir að önnur smitblandan var tekin af. Þriðja smitblandan samastóð af 4 ml 

veiruflots og 60 μgr hexadímetrín brómíðs (Sigma-Aldrich). Eftir smitun var frumunum fjölgað í tvívíðri 

ræktun. 

3.13 Þrívíð ræktun í Matrigeli 

Smitaðar PZHPV7 frumur voru ræktaðar í matrigeli (BD Biosciences, Franklin Lakes, New Jersey, 

Bandaríkjunum) ásamt æðaþelsfrumum (e. human umbilical vein endothelial cells; HUVEC). 

Æðaþelsfrumurnar eru ræktaðar í EBM-2 (Lonza, Walkersville, Maryland, Bandaríkjunum) æti með 5% 

FBS. Matrigelið á að taka úr frysti daginn áður en sá á frumum í það og það á að þiðna á ís í kæliskáp 

yfir nótt. Daginn eftir voru PZHPV7 og HUVEC frumurnar leystar upp úr flöskunum sínum og taldar 

500 PZHPV7 frumur og 10.000 HUVEC frumur í 100 μl af matrigeli. Matrigelinu var síðan hellt í brunna 

og það látið storkna í hitaskáp. 10 mín seinna var 300 μl af EBM-2 æti með 5% FBS bætt út á 

matrigelið. 

3.14 Mótefnalitun 

Frumur eru ræktaðar upp á gleri fyrir litun og þær látnar vaxa þangað til þær eru þéttar. Öll stigin eru 

við herbergishita nema annað sé tekið fram. Litað var með tveimur mótefnum gegn Oct4; Oct3/4 

sc5279 (Santa Cruz biotechnology, Santa Cruz, Kailforníu, Bandaríkjunum) og hOct3/4 AF1759 (R&D 

Systems, Minneapolis, Minnesota, Bandaríkjunum). Byrjað var á að skola ætið af með PBS, svo 

byrjað að festa frumurnar. Fyrst var fest með 3,5% formalíni (Sigma-Aldrich) í 5 mín, næst með 

metanóli og acetóni sem blandað var til helminga í 5 mín við -20°C og svo með 0,1% Triton-X í PBS í 

7 mín sem var endurtekið einu sinni með nýrri Triton-X-PBS blöndu. Á milli stiganna var skolað tvisvar 

með PBS. Eftir skolun með PBS er 10% FBS í PBS sett á frumurnar og látið vera í 5 mín. Því næst var 

fyrra mótefnið sett á og látið vera í 30 mín, svo var annað mótefnið sett á og látið vera í 30 mín og að 

lokum var kjarnaliturinn settur á og látinn vera í 15 mín. Á milli mótefnastiganna og fyrir og eftir 

kjarnalitunina var skolað einu sinni hratt með PBS og svo er sett PBS á sem var látið vera í 5 mín og 

endurtekið einu sinni með nýrri PBS lausn. Eftir seinustu PBS skolunina var glerið skolað með vatni og 
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látið þorna. Þegar sýnið var þurrt er Fluoromount (Southern Biotech, Birmingham, Alabama, 

Bandaríkjunum) sett ofan á það og þekjugler þar yfir. Gæta verður þess að sýnið þorni aldrei frá því að 

búið er að festa það og þangað til lituninni er lokið. Gæta þarf þess að sem minnst ljós komist að 

sýninu eftir að mótefnin hafa fest sig á það. Sýnið er svo skoðað í  Axioskop 2 FS confocal smásjá 

(Zeiss, Thornwood, New York, Bandaríkjunum).  

  

https://www.micro-shop.zeiss.com/index.php?s=63394042b271d0&l=en&p=us&f=a&i=1004
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  Niðurstöður 

4.1 Viðmið fyrir mat á gögnum 

 

 

 

 

 

Myndir 3 og 4 eru viðmið sem gott er að hafa í huga þegar niðurstöðurnar eru skoðaðar. Mynd 4 sýnir 

mótefnalitun á ómeðhöndluðum PZHPV7 og þar sést að örlítil grunnlitun er með sc5279 mótefninu. 

Sama mótefni er notað í þessari litun og á myndum 6 og 7. Mynd 4 sýnir sjálfljómun PZHPV7 

frumnanna. Frumurnar voru ræktaðar í matrigeli og myndin var tekin á 14 degi.  

 

Mynd 4: GFP ljómun ómeðhöndlaðra 

PZHPV7 frumna í matrigeli. 

Viðmiðunarmynd.  

Myndin er tekin í 10x stækkun og mælistikan 

jafngildir 50 μm. 

 

  

 

 

Mynd 3: Mótefnalitun gegn Oct4 á 
ómeðhöndluðum PZHPV7 frumum. 
Viðmiðunarlitun. (Mótefni sc5279) 
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4.2 GFP ljómun á frumum í tvívíðri rækt 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mikill munur var á GFP ljómun frumlínanna eins og sjá má á mynd 5. Þar hefur verið tekin mynd af 

sama sjónsviði með og án útfjólublás ljóss þannig að hægt er að sjá í venjulegu smásjármyndinni 

hvaða frumur gefa frá sér GFP ljómum með því að bera myndirnar saman. POU5F1P1 línan gefur frá 

sér minnst GFP.  

 

Mynd 5: GFP ljómun á öllum frumulínunum, sama sjónsvið með og án 
útfjólublás ljóss. 

A: Oct4 lína 

B: Oct4 lína í útfjólubláu ljósi 

C: POU5F1P1 lína 

D: POU5F1P1 lína í útfjólubláu ljósi 

E: Viðmiðunarlína með tómu plasmíði 

F: Viðmiðunarlína með tómu plasmíði í útfjólubláu ljósi. 

Myndirnar eru teknar í 10x stækkun og mælistikan jafgildir 50 μm. 
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4.3 Mótefnalitanir 

Litað var með tveimur mótefnum gegn Oct4 og niðurstöðurnar má sjá á myndum 6-9 í tveimur 

stækkunum. Myndirnar eru sýndar með og án kjarnalits.  

 

Mynd 6: Mótefnalitun gegn Oct4 – 10x stækkun (Mótefni sc5279) 

A: Oct4 lína – blár kjarnalitur og rauður Oct4 

B: Oct4 lína – rauður Oct4 

C: POU5F1P1 lína – blár kjarnalitur og rauður Oct4 

D: POU5F1P1 lína – rauður Oct4 

E: Viðmiðunarlína með tómu plasmíði – blár kjarnalitur og rauður Oct4 

F: Viðmiðunarlína með tómu plasmíði – rauður Oct4 
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Mynd 7: Mótefnalitun gegn Oct4 - 20x stækkun (Mótefni sc5279) 

A: Oct4 lína – blár kjarnalitur og rauður Oct4 

B: Oct4 lína – rauður Oct4 

C: POU5F1P1 lína – blár kjarnalitur og rauður Oct4 

D: POU5F1P1 lína – rauður Oct4 

E: Viðmiðunarlína með tómu plasmíði – blár kjarnalitur og rauður Oct4 

F: Viðmiðunarlína með tómu plasmíði – rauður Oct4 
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Mynd 8: Mótefnalitun gegn Oct4 - 10x stækkun (Mótefni AF1759) 

A: Oct4 lína – blár kjarnalitur og grænn Oct4 

B: Oct4 lína – grænn Oct4 

C: POU5F1P1 lína – blár kjarnalitur og grænn Oct4 

D: POU5F1P1 lína – grænn Oct4 

E: Viðmiðunarlína með tómu plasmíði – blár kjarnalitur og grænn Oct4 

F: Viðmiðunarlína með tómu plasmíði – grænn Oct4 
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4.4 

 

Mynd 9: Mótefnalitun gegn Oct4 - 20x stækkun (Mótefni AF1759) 

A: Oct4 lína – blár kjarnalitur og grænn Oct4 

B: Oct4 lína – grænn Oct4 

C: POU5F1P1 lína – blár kjarnalitur og grænn Oct4 

D: POU5F1P1 lína – grænn Oct4 

E: Viðmiðunarlína með tómu plasmíði – blár kjarnalitur og grænn Oct4 

F: Viðmiðunarlína með tómu plasmíði – grænn Oct4 
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Ræktun í matrigeli 

Eftir rætkun í matrigeli voru GFP ljómandi þyrpingar í öllum frumulínum eins og sjá má á mynd 10. 

Stærri þyrpingar voru í viðmiðunarlínunni. 

 

Mynd 10: GFP ljómun þyrpinga af mismunandi frumulínum í matrigeli  

A: Oct4 lína 

B: Oct4 lína í útfjólubláu ljósi 

C: POU5F1P1 lína 

D: POU5F1P1 lína í útfjólubláu ljósi 

E: Viðmiðunarlína með tómu plasmíði 

F: Viðmiðunarlína með tómu plasmíði í útfjólubláu ljósi. 

Myndir A-D eru teknar í 20 x stækkun og mælistikan jafngildir þá 100 μm.  

Myndir E og F eru teknar í 10x stækkun og mælistikan jafgildir 50 μm. 
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Mynd 11 er yfirlitsmynd yfir allar frumulínurnar í matrigeli að viðbættum ómeðhöndluðum PZHPV7 til 

að sjá hvernig áhrif veirusmitið sjálft hefur.  

 

Mynd 11: Yfirlitsmynd yfir vöxt mismunandi frumulína í matrigeli.  

A: Oct4 línan  

B: Viðmiðunarlína með tómu plasmíði  

C: POU5F1P1 línan  

D: Ómeðhöndlaðar PZHPV7 frumur  

Myndirnar eru teknar í 5x stækkun og mælistikan jafngildir 25 μm. 
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Á mynd 12 má sjá breytinguna á 

svipgerð sem varð við smitun með 

veiruferjunni. Aukning varð á spólu- og 

staflaga frumum eftir smitun en þær má sjá 

í lið A.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tafla 4: Talning á frumuþyrpingum sem voru ræktaðar í matrigeli í tvíriti. 

 

Frumulína 
Lítil þyrping, 

kúlulaga 

Stór þyrping, 

kúlulaga 

Stór þyrping, 

greinótt 

PZHPV7 m. Oct4 86 7  

PZHPV7 m. POU5F1P1 97 7 1 

PZHPV7 m. tómu plasmíði 109 1 3 

PZHPV7 án plasmíðs 93 66 35 

 

Taldar voru þyrpingar í matrigeli sem sáð hafði verið í tvíriti. Niðurstöðurnar sem sjá má í töflu 4 eru 

samanlagður fjöldi þyrpinga í báðum brunnunum. Frumurnar voru á 14. degi ræktunar í matrigelinu og 

þeim var sáð í matrigelið 5 dögum eftir smitun. Ekki var athugað með GFP ljómun á þyrpingum 

almennt séð en greinótta þyrpingin í POU5F1P1 línunni og ein af greinóttu þyrpingunum í línunni með 

tóma plasmíðinu voru án GFP ljómunar.  

 

 

 

Mynd 12: Svipgerðarmunur á PZHPV7 frumum 
fyrir (B) og eftir (A) smitun með 
veiruferju.  

Myndirnar eru teknar í 10x stækkun og 
mælistikan jafngildir 50 μm 
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 Umræður 

5.1 Samantekt 

Vert er að leggja áherslu á að þetta eru fyrstu niðurstöður úr verkefni sem er ólokið og til stendur að 

halda vinnunni við það áfram. Þessar niðurstöður gefa því aðeins vísbendingar en mótefnalitunin 

bendir til þess að yfirtjáningin hafi tekist þó enn eigi eftir að staðfesta það. GFP ljómandi frumur hafa 

fundist í öllum frumulínum eftir ræktun í matrigeli þó almenn ljómun sé minnst í POU5F1P1 línunni. 

Frumurnar virðast hafa breyst við frumusmitið og sjá má svipgerðarmun bæði í tvívíddar- og 

þrívíddarræktunum. Ljúka þarf ræktunartíma frumnanna í matrigeli og endurtaka tilraunina með fleiri 

endurtekningum áður en dregnar eru einhverjar ályktanir af svipgerð þeirra og vaxtarmöguleikum. 

5.2 Athugasemdir varðandi aðferðafræði verkefnisins 

Í þessu verkefni var notuð pLVTHM veiruferja sem er annarrar kynslóðar lentiveiruferja með tveimur 

pökkunarplasmíðum. Ástæðan fyrir því að þessi veiruferja var valin var að hún hefur verið notuð á 

rannsóknarstofunni án vandkvæða og var tiltæk. Annarrar kynslóðar lentiveiruferjur eru ekki síðri en 

þriðju kynslóðar veiruferjur hvað varðar smitvarnir; ekki hafa fundist smitandi valfrumur eftir meðferð 

með annars og þriðju kynslóðar lentiveiruferjum (Kappes & Wu, 2001; Kafri o.fl., 1999). Þó getur verið 

að aðrar veiruferjur sem hafa mögulega minni áhrif á frumurnar eða eru með lyfjaónæmisgeni til að að 

velja frumurnar henti betur til að smita.  

5.2.1 Ræktun E.coli baktería og upptaka plasmíðs 

Ætlunin var að láta E.coli bakteríurnar taka plasmíðið upp eftir að plasmíðslausnin hafði verið látin 

standa í 10 mín við herbergishita með lígasahvatanum. Ekki fundust E.coli bakteríur með POU5F1P1 

innskot í plasmíðinu eftir þá meðferð og því þurfti að endurtaka ferilinn. Þá var notuð plasmíðlausnin 

sem hafði verið yfir nótt við 14°C og þá fundust bakteríur með rétt POU5F1P1 innskot. Ekki reyndist 

nægilegt val að rækta E.coli bakteríurnar í æti sem innihélt ampicillin þar sem margar bakteríur höfðu 

tekið upp plasmíð án innskots, þ.e. þær fengu sýklalyfjaónæmið á plasmíðinu en ekki genið sem þær 

áttu að taka upp og fjölga. Því þurfti að skoða töluverðan fjölda af þyrpingum og gera þyrpinga PCR á 

þeim til að vita hvort genið hafi límst rétt inn á plasmíðið.  

Ef bakteríurnar voru geymdar í kæli í einhvern tíma þá minnkaði magn plasmíðsins í þeim og 

ekki var hægt að rækta þær upp aftur í ampicillin æti. Nauðsynlegt reyndist að halda bakteríunum í 

vaxtarfasa til að halda plasmíðinu í þeim og einangra það þegar bakteríurnar komu beint úr ræktun. Ef 

geyma þurfti bakteríurnar í einhvern tíma þá voru þær geymdar við -20°C og glyseróli blandað til 

helminga við ætið.  

5.3 GFP ljómun 

Græn GFP ljómun var greinileg á mörgum frumum og er það til marks um að smitunin hafi tekist. Mynd 

10 þar sem línurnar hafa verið ræktaðar í matrigeli sýnir þyrpingar með skýrri GFP ljómun í öllum 

frumulínum en eins og sjá má á mynd 5 þar sem línurnar var ræktuð í tvívídd í flösku er ljómunin 

minnst á POU5F1P1 línunni. Þó hægt sé að finna þyrpingar með greinilega GFP ljómun í POU5F1P1 

línunni er varla hægt að segja til um hvort sú almenna ljómun sem frumurnar sýna, til dæmis á mynd 5 
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D, sé tilkomin vegna GFP virkni eða vegna sjálfljómunar sem er frumunum eiginleg. Hægt er að bera 

mynd 5B saman við mynd 4B en þar má sjá PZHPV7 frumur, ræktaðar í matrigeli, sem ekki hafa verið 

smitaðar veiru og GFP sjálfljómun sem þessar frumur hafa. Myndirnar eru þó ekki algjörlega 

samanburðarhæfar þar sem mynd 4 er tekin úr matrigeli og það er mun meira magn af frumum þar 

heldur en í tvívíðu ræktuninni á mynd 5. 

5.4 Litun með flúorljómandi mótefnum 

Kjarnalitað var fyrir Oct4. Notuð voru tvö Oct4 mótefni, sc5279 og AF1759. sc5279 var litað með rauðu 

(mynd 6 og 7) og AF1759 með grænu (mynd 8 og 9). Vitað er að GFP getur haft áhrif á fljúorljómandi 

litanir en hægt er að draga úr því með því að festa frumurnar með metanóli. Ekki var sjáanleg ósértæk 

græn litun á frumunum sem hægt var að rekja til GFP ljómunar. Á myndum 6-9 sést að munurinn á 

frumulínunum er ekki mikill. Sá munur sem er virðist gefa til kynna að Oct4 línan og POU5F1P1 línan 

séu með meiri tjáningu en frumulínan með tóma plasmíðinu. Báðar litanirnar gefa til kynna að 

POU5F1P1 línan sé með hátjáandi frumur inn á milli en litunin er svæðaskiptari en hjá Oct4 línunni 

sem virðist litast jafnar. Litunin á Oct4 línunni og línunni með tóma plasmíðinu líkjast hvor annarri hvað 

varðar dreifingu en Oct4 línan er með örlítið sterkari litun.  

5.5 Ræktun í matrigeli 

Allar frumulínurnar uxu upp og mynduðu þyrpingar í matrigeli og mynd 10 sýnir greinilega GFP 

ljómandi þyrpingar í öllum frumulínum. Talningin í matrigelinu (sjá töflu 4) er ekki mjög áreiðanleg, það 

leið mjög stuttur tími frá smiti þangað til frumunum var sáð í matrigelið en það var gert við fyrstu 

skiptingu eftir smitun. Heppilegra hefði verið að bíða lengur. Frumum er venjulega leyft að vaxa lengur 

en í 14 daga í matrigelinu þannig að ræktunartímanum er ekki lokið. Skipt var í flokka með auganu.  

Munurinn er ekki mikill á milli línanna sem smitaðar voru. Engin GFP ljómandi greinótt þyrping 

fannst hjá Oct4 eða POU5F1P1 línunum. Tvær greinóttar GFP ljómandi þyrpingar fundust í línunni 

með tóma plasmíðinu. Það er ekki marktækur munur þar á milli vegna þess hve fáar greinóttar 

þyrpingar voru og vegna þess að frumurnar hafa ekki fengið nógu mikinn tíma til að vaxa, greinóttar 

þyrpingar geta átt eftir að myndast. Ein greinótt þyrping fannst hjá POU5F1P1 línunni sem ljómaði ekki 

en þar sem að GFP ljómun hjá þessari línu virðist ekki vera mikil er ekki útilokað að þessi greinótta 

þyrping yfirtjái POU5F1P1.  

5.6 Munur á fjölda ómeðhöndlaðra og smitaðra PZHPV7 frumna 

Augljós munur var á fjölda stórra þyrpinga, greinóttra og kúlulaga milli ómeðhöndlaðra PZHPV7 

frumna og frumna sem höfðu verið smitaðar með veiruferjum, hvort sem þær innihéldu gen eða ekki. 

Þann mun má greinilega sjá á mynd 11 sem er yfirlitsmynd yfir vöxt þyrpinga í matrigelinu. Þar er mikill 

munur á ómeðhöndluðuð PZHPV7 og veirusmituðu frumulínunum. Búast mátti við mun á þeim línum 

sem fengu í sig gen og ómeðhöndluðum frumum þar sem genið hefur hugsanlega áhrif á innri 

starfsemi frumunnar. Það sem veldur áhyggjum er munurinn á þeim frumum sem fengu tóma plasmíð 

og ómeðhöndluðum frumum en eitthvað við veirumeðferðina virðist hafa áhrif á lífvænleika og 

fjölgunarhæfni frumnanna. Vera má að frumurnar jafni sig þegar frá líður og að frumurnar sem fengu í 

sig tómt plasmíð fjölgi sér á endanum jafn hratt og ómeðhöndlaðar frumur. Ef svo reynist ekki vera er 
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spurning hvort hægt sé að nota veiruferjur þegar skoða á hæfni frumna til að mynda greinótta 

formgerð í þrívíddarræktunum.  

5.7 Svipgerð 

Fyrst eftir smitun breyttu frumurnar svipgerð sinni mikið. Hluti af því kann að ganga til baka eftir því 

sem frumurnar ná að jafna sig eftir smitið. Á mynd 12 má sjá mikinn mun á svipgerðinni. Á mynd B eru 

frumurnar áður en þær voru smitaðar, þær eru tiltölulega smáar en liggja þétt upp við hver aðra. Lögun 

hverrar frumu markast af nágranna hennar, útlínurnar eru með mjúkum hornum. Kjarninn getur verið 

örlítið kornóttur. Mynd A sýnir frumur með breytta svipgerð eftir smitun. Mikið er um langar staf- eða 

spólulaga frumur, frumurnar virðast stærri og sumar eru hringlaga og með stóran kjarna. Aðrar virðast 

vera mikið kornóttar eða með blöðrur í umfrymi eða kjarna. 

5.8 Næstu skref 

Fyrir liggur að staðfesta að frumulínurnar tjái þá umritunarþætti sem þær eiga að tjá. Það er hægt að 

gera með raun tíma-PCR (e. qTR-PCR). Þá er mRNA einangrað úr frumum, cDNA búið til eftir mRNA 

og PCR notað til að magngreina hversu mikið magn átti að framleiða af umritunarþáttunum. Þetta er 

grundvallarforsenda fyrir því að hægt sé að halda áfram að rannsaka þessar undirlínur því þó litanirnar 

gefi ákveðna vísbendingu um tjáningu genanna getur það verið villandi. Önnur ástæða fyrir því að 

nauðsynlegt er að gera raun tíma-PCR er sú að ekki var til mótefni fyrir POU5F1P1 á 

rannsóknarstofunni og því var litað með Oct4. Það lítur út fyrir að litunin hafi tekist en tryggara er að 

staðfesta yfirtjáningu gervigensins með raun tíma-PCR. Samhliða þessu þarf að fjölga frumunum nógu 

mikið til að hægt sé að flokka þær með FACS Aria tæki eftir GFP tjáningu en einnig er hægt að klóna 

GFP ljómandi þyrpingar upp úr matrigeli.  

Þegar búið er að staðfesta yfirtjáninguna er hægt að bera saman svipgerð frumnanna með því að 

rækta þær upp í matrigeli líkt og hefur verið gert. Svipgerðin í matrigeli gæti verið ólík því sem sést 

hefur núna vegna þess að lengri tími hefur liðið frá smitinu. Áhugavert væri að gera soft-agar ræktun til 

að vita hvort frumurnar geti vaxið án þess að festa sig við yfirborð líkt og þekjuvefsfrumur vilja gera.  

 

  



  

40 

 Ályktanir 

Niðurstöðurnar gefa til kynna að tekist hafi að setja genin inn og búa til þrjár undirlínur af PZHPV7 

línunni. Ekki er hægt að fullyrða um niðurstöðurnar þar sem rannsókninni er ekki lokið en það sem er 

eftirtektarverðast eru áhrifin sem veiruferjan hefur á lífvænleika frumnanna, að minnsta kosti fyrst um 

sinn. Þau virðast vera umtalsverð og undirstrika mikilvægi þess að hafa viðmiðunarlínu með sem 

smituð er með tómu plasmíði.  
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