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Abstract 
Many believe that embryonic stem cells are the future in 

medicine. A few obstacles must be overcome before embryonic stem 

cells can be used for medical purposes. By investigating and studying 

the mechanisms and use of these unique cells it is ones hope that they 

can be used to improve the medical science. The aim of this study was 

to get more insight into how Transforming growth factor beta (TGFβ) 

superfamily affects the destiny of mouse embryonic stem cells. The 

mouse embryonic stem cells were stimulated at three different times 

during cell development, as undifferentiated stem cells, as embryoid 

bodies and as aggregates. When the mouse embryonic stem cells had 

reached the later stages of differentiation, as aggreagates, beating areas 

were examined and counted, with effects from growth factors in mind. 

RNA was isolated from the cells on the three time points and the gene 

expression studied. It was known beforehand that certain pathways 

within the TGFβ superfamily direct embryonic stem cells to 

mesodermal differentiation. The results showed that TGFβ stimulation 

has the most effect on the cells to differentiate into cardiomyocites, but 

it was not as obvious if any of the TGFβ sumerfamily facilitaed 

entothelial cell differentiation. 

The results confirmed furthermore that BMP4 growth factor 

maintains embryonic stem cells undifferentiated and pluripotent.  

 

Keywords: Mouse embryonic stem cells, TGFβ growth factors, 

pluripotent, differentiation, cardiomyocyte.  
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Þakkarorð 
Leiðbeinanda mínum Guðrúnu Valdimarsdóttur vil ég þakka 

fyrir þetta frábæra tækifæri til að vinna rannsókn á sviði 

sameindalíffræði. Ég vil skila endalausum þökkum til hennar fyrir 

ómældan skilning, aðstoð og frábæra kennslu, betri kennara og 

fyrirmynd er vart hægt að finna. Helgu Eyju vil ég þakka fyrir alla 

aðstoðina í sumar með verkefnið sem og öðrum á læknagarði. Oddur 

Vilhelmsson tengiliður minn við Háskólann á Akureyri fær mínar bestu 

þakkir fyrir aðstoð og yfirferð.  

Foreldrar mínir og fjölskylda hafa ætíð verið mín stoð og stytta 

í náminu sem og öðru. Þeim vil ég þakka fyrir allt, þá sérstaklega 

foreldrum mínum fyrir að styðja við bakið á mér í gegnum alla mína 

skólagöngu og fyrir alla hjálpina, einkum og sér í lagi þegar á 

lokasprettinn var komið. Án ykkar væri engin prófgráða.  

Unnusta mínum og syni, sem fæddist meðan á þessu verkefni 

stóð, þakka ég fyrir að hafa mér við hlið. Þið hafði sýnt óendanlegan 

skilning, stuðning og hvatningu á meðan á ritgerðarsmíðinni stóð. Með 

ykkur var þetta þess virði.  
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Úrdráttur 
Margir telja að stofnfrumur séu framtíð læknavísindanna. Með 

því að rannsaka, kanna virkni og not þessara einstöku fruma er vonast 

til að hægt sé að sigra þær hindranir sem standa í vegi fyrir að hægt sé 

nota þær til lækninga. Markmið þessa verkefnis var að athuga hvaða 

áhrif örvun eða hindrun með vaxtarþáttum TGFβ stórfjölskyldunnar á 

stofnfrumur úr fósturvísum músa hefði á örlög þeirra. Frumurnar voru 

örvaðar á þremur misjöfnun tímapunktum, sem ósérhæfðar frumur, 

EB-frumukúlur og sem frumuflókar. Þegar frumurnar voru komnar á 

seinna stig sérhæfingar, sem frumuflókar voru sláandi svæði 

hjartavöðvafruma skoðuð og talin með tiliti til áhrifa frá vaxtarþáttum. 

Þá var RNA frumanna einangrað og genatjáning þeirra skoðuð á 

fyrrnefndum tímapuntum. Fyrirfram var vitað að boðleiðir innan TGFβ 

stórfjölskyldunnar beina stofnfrumum úr fósturvísum músa í átt að 

miðlagssérhæfingu. Niðurstöður tilrauna gefa til kynna að tjáning 

TGFβ genins hefur hvað mest áhrif á að frumurnar sérhæfast í sláandi 

hjartavöðvafrumur en ekki var hægt að sjá jafn bein áhrif af tjáningu 

PECAM-1 gensins með eða án vaxtarþátta á sérhæfingu frumanna í 

æðaþelsfrumur. Staðfestu niðurstöður ennfremur að BMP4 

vaxtarþátturinn viðheldur stofnfrumum fósturvísa músa ósérhæfðum. 

 

Lykilorð: Stofnfrumur úr fósturvísum músa, TGFβ vaxtarþættir, 

fjölhæfi, sérhæfing, hjartavöðvafruma. 
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1 Inngangur 

1.1 Uppruni og saga 

Stofnfrumur úr fósturvísum (e. embryonic stem cells, ES) hafa 

verið viðfangsefni margra vísindagreina síðan fyrstu greinar þess efnis 

birtust. Í greinunum er farið yfir fræði ES fruma og þar rædd mikilvæg 

siðfræðileg álitamál og íhuguð hugsanleg not ES fruma í 

læknavísindum (Pera og Trounson, 2004). 

Furðuæxli (e. teratocarcinoma), sem eru sjálfsprottin æxli í 

vefjum músa og manna lögðu grunninn að rannsóknum á stofnfrumum 

úr fósturvísum músa (e. mouse embryonic stem cells, mES) því þau 

innihéldu ósérhæfðar stofnfrumur (e. embyonal carcinoma stem cells) 

(Passier og Mummery, 2003; Smith, 2001). Lang mest rannsökuðu ES 

frumurnar eru mES frumur, þær tókst að einangra árið 1981 en ekki 

tókst að einangra ES frumur úr fósturvísum manna (e. human 

embryonic stem cells, hES) fyrr en 1998 eftir miklar og ítarlegar 

rannsóknir (Þórarinn Guðjónsson og Eiríkur Steingrímsson, 2003). 

Stofnfrumum er skipt gróflega í tvo flokka, ES frumur og 

vefjasértækar stofnfrumur (e. adult stem cells) (Guðrún 

Valdimarsdóttir, 2007). ES frumur eru einangraðar úr innri 

frumumassa fósturvísis á kímblöðrustigi, þær geta annað hvort 

endurnýjast óendanalega eða sérhæfst í hvaða frumugerð líkamans sem 

er (Guðrún Valdimarsdóttir, 2006). Vefjasértækar stofnfrumur eru 

skilgreindar sem ósérhæfðar frumur meðal sérhæfðra fruma í tilteknum 

vef. Þær geta endurnýjað (e. self-renewal) sig eða sérhæfst (e. 

differentiate) í ákveðna frumugerð í þeim vef þar sem þær fyrirfinnast, 

og koma þær að viðgerð og viðhaldi (e. maintenance) vefjarins. Þessar 

frumur eru sagðar marghæfar (e. multipotent) því að þær geta aðeins 

sérhæfst í tilteknar frumugerðir (Guðrún Valdimarsdóttir, 2007; Passier 

og Mummery, 2003). Lengi hefur verið vitað að líkaminn hefur hæfni 

til viðgerða og endurmyndunar á fullmynduðum, sérhæfðum vefjum 

ýmissa líffæra (Passier og Mummery, 2003). Til að mynda hafa 
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blóðmyndandi stofnfrumur verið notaðar í læknisfræðilegum tilgangi í 

nokkra áratugi. Rannsóknir á ES frumum og þeim stofnfrumum sem 

fundist hafa í vefjum, hafa vakið upp þá von að unnt sé að nota þær í 

svipuðum tilgangi (Þórarinn Guðjónsson og Eiríkur Steingrímsson, 

2003).  

Í þessari ritgerð verður einblínt á ES frumur frekar en 

vefjasértækar stofnfrumur vegna áhugaverðra möguleika þeirra á 

sérhæfingu í ólíkar frumur sem gætu nýst í læknavísindum og til að 

skilja eðli sjúkdóma. 

Rannsóknarspurning: Geta vaxtarþættir TGFβ 

stórfjölskyldunnar haldið mES frumur ósérhæfðum eða örva þeir 

sérhæfingu mES fruma í hjartavöðva- eða æðaþelsfrumur? 

1.2 Stofnfrumur úr fósturvísum músa og manna 

Samruni tveggja kynfruma, sæðis- og eggfrumu, mynda saman 

alhæfa (e. totipotent) tvílitna okfrumu (e. zygote). Á 4-5 degi þroskunar 

fósturvísisins verður til kímblaðra (e. blastocyst). Innan hennar, rétt 

utan við miðju er, innri frumumassi (e. inner cell mass, ICM) sem er 

einsleitur fjölfrumu kúlulaga kjarni (Ratajczak , 2008). 

 

Mynd 1 – Myndun kímblöðru (Commission of the European communities, 

2003) 
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Þunnt frumulag, „trophectoderm lagið“ umlykur svo 

kímblöðruna og myndar fylgjuna á seinni stigum þroskunar (Þórarinn 

Guðjónsson og Eiríkur Steingrímsson, 2003). ES frumur geta þó ekki 

myndað „trophectoderm lagið“ líkt og okfruman og eru því sagðar 

fjölhæfar (e. pluripotent) en ekki alhæfar (Ratajczak, 2008; Smith, 

2001).  

 

Mynd 2 – „Trophectoderm“ lagið (tr) er fjarlægt svo hægt sé að einangra innri 

frumumassa (ICM) kímblöðrunnar (Valdimarsdottir og Mummery, 2005) 

1.2.1 Ósérhæfðar ES frumur 

Ósérhæfðar ES frumur eru einangraðar úr innri frumumassa 

fósturvísa og líkjast honum að mörgu leyti (Pera og Trounson, 2004; 

Ratajczak, 2008). ES frumur eru þeim hæfileikum gæddar að geta 

endurnýjast og viðhaldið sjálfum sér óendanlega ásamt því að geta 

sérhæfst í allar frumur líkamans in vitro og myndað fósturkímlögin 

þrjú, útlag (e. ectoderm), miðlag (e. mesoderm) og innlag (e. 

endoderm) (Thomson o.fl., 1998). Þær eru tvílitna, sem er nauðsynlegt 

svo að frumurnar geti tekið þátt í meiósu og fjölgað sér og myndað alla 

vefi líkamans, einnig kynfrumur (Pera, Reubinoff, Trounson, 2000; 

Smith, 2001).  

ES frumur eru einangraðar með því að ysta lag kímblöðrunnar 

er skilið varlega frá því innra. Frumumassinn er settur í ræktunarskál 
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og hann ræktaður á stoðfrumum (e. feeder cells) í ákveðnu æti. Þessar 

stoðfrumur virka sem eins konar festa fyrir ES frumurnar ásamt því að 

seyta lífsnauðsynlegum þáttum í ætið (Guðrún Valdimarsdóttir, 2007).  

 

Mynd 3 – Einangrun innri frumumassa (Yu og Thomson, 2006) 

hES frumur eru einangraðar og ræktaðar á mjög svipaðan hátt 

og mES frumur (Chambers og Smith, 2004). Sýnt hefur verið fram á að 

hægt er að rækta hES frumur með ágætis árangri, um 50% þeirra fruma 

sem teknar eru úr innri frumumassa ná að verða að sérhæfðum ES 

frumulínum (Passier og Mummery, 2003). Fósturvísar sem notaðir eru 

við rannsóknir á hES frumum hafa allir verið gefnir að upplýstu 

samþykki þeirra sem afgang eiga af fósturvísum eftir tæknifrjóvgun 

(Thomson o.fl., 1998). 

Til að halda mES frumum ósérhæfðum verður að rækta þær upp 

á stoðfrumum auk sermis. Ef ætlunin er að viðhalda mES frumum 
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ósérhæfðum verða stoðfrumur, vaxtarþátturinn LIF (e. leukemia 

inhibitory factor) eða BMP (e. bone morphogenetic protein) að vera til 

staðar í ætinu (Ying, Nichols, Chambers og Smith, 2003; Chambers og 

Smith, 2004). Bæði mES og hES frumur þurfa á stoðfrumum að halda 

til að geta vaxið en LIF hefur engin áhrif á hES frumur. Það er talið 

vera vegna þess að virkjun á STAT3 umritunarferlinu er ekki nógu góð 

eða ekki er nægileg tjáning á þeim þáttum sem til þarf til að virkja LIF 

ferlið (Pera og Trounson, 2004).  

LIF er fjölvirkt cytokín, framleitt af stoðfrumum, og tilheyrir 

IL6 fjölskyldu cytokína. LIF og fleiri þættir sem tilheyra þessari 

fjölskyldu tengjast LIFR viðtaka. Þessi flóki (e. complex) virkjar svo 

gp130 viðtaka sem nær í gegnum frumuhimnuna og hann virkjar svo 

innanfrumupróteinið JAK (Janus kinase) (Chambers og Smith, 2004; 

Valdimarsdottir og Mummery, 2005). 

 

Mynd 4 –  Boðleið STAT3 (SIGMA-ALDRICH)  
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JAK fosfórast og kemur af stað umritun markgena með hjálp 

STAT3 umritunarþáttarins og þannig viðhelst fjölhæfi og endurnýjun 

frumanna (Chambers og Smith, 2004; Valdimarsdottir og Mummery, 

2005). Ef LIF er fjarlægt úr æti mES fruma sérhæfast þær á örfáum 

dögum (Smith, 2001).  

Sýnt hefur verið fram á að hægt er að nota BMP2/4 í stað 

sermis í æti til að viðhalda fjölhæfi mES fruma. Það verður þó að vera í 

samvinnu við LIF vaxtarþáttinn. Ef LIF er fjarlægt úr æti, sem líka 

inniheldur BMP, örvar BMP frumur til að sérhæfast og bendir það til 

þess að virkni Smad og STAT3 þurfa að vera í góðu jafnvægi (Ying, 

o.fl, 2003a). Rannsakendur sýndu einnig fram á að BMP flýtir fyrir 

fosfórun á Smad1 (Ying, o.fl, 2003b). 

hES frumur þurfa þó ekki LIF vaxtarþáttinn til að endurnýjast, 

þær þurfa einungis æti sem inniheldur bFGF (e. basic fibroblast growth 

factor) og þurfa að vaxa á stoðfrumum sem eru fibroblastar úr músum 

(e. mouse embryonic fibroblast, MEFs) (Passier og Mummery, 2003; 

Þórarinn Guðjónsson og Eiríkur Steingrímsson, 2003).  

 

Mynd 5 – hES kolonía á stoðfrumum (Thomson o.fl., 1998)  

Áður fyrr var talið nauðsynlegt að rækta mES frumurnar á MEF 

frumum en í ljós kom að MEF frumurnar seyta LIF þættinum í ætið og 

það er aðallega hann sem ES frumurnar eru háðar til að haldast 

ósérhæfðar (Passier og Mummery, 2003). Nýlega hefur þó tekist að 

rækta ES frumur án hjálpar stoðfruma í skilyrtu æti (Guðrún 
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Valdimarsdóttir, 2007).  

Auk ytri þátta hafa innri umritunarþættir (e. transcription 

factors) áhrif á örlög mES fruma svo að þær sérhæfist ekki. Nanog er 

einn þessara þátta, frumur haldast ósérhæfðar í fjarveru LIF og 

stoðfruma ef Nanog er yfirtjáður. Nanog er „homeodomain containing 

protein“ sem þekkir um 50% „homeodomains“ annarra próteina músa. 

Hann er aðeins tjáður í afmörkuðum hópi mES fruma og aðeins í þeim 

sem líka tjá Oct4 (Chambers og Smith, 2004). Oct4 tilheyrir POU 

fjölskyldu umritunarþátta og verður hann að vera virkur til að viðhalda 

ósérhæfðu ástandi mES fruma (Guðrún Valdimarsdóttir, 2007; 

Yamanaka o.fl., 2008). Líkt og í mES frumum tjá hES frumur líka 

Oct4 og Nanog en þær eru ekki eins háðar Nanog og mES frumurnar til 

að viðhalda endurnýjun og fjölhæfi (Chambers og Smith, 2004). Oct4 

verður að vera til staðar í hæfilegu magni til að viðhalda fjölhæfi. Of 

mikið magn örvar mES frumurnar í inn- og miðlagssérhæfingu á 

meðan of lítið magn örvar myndun „trophectoderm lagsins“ 

(Yamanaka, o.fl., 2008). 

Svipgerða munur er milli tegundanna tveggja og vaxtamynstur 

þeirra ólíkt. mES frumur vaxa í hringlaga koloníur með glansandi áferð 

en óskýrar útlínur á meðan hES frumur eru flatari og með skýrari 

útlínur (Pera, Reubinoff, Trounson, 2000; Pera og Trounson, 2004). 

hES frumur hafa verið skilgreindar sem ódauðlegar frumur með 

telómerasavirkni. Telómerasar eru ríbónúkleóprótein sem bæta kirnum 

á enda litnings þannig að litningurinn haldi alltaf sömu lengd eftir 

skiptingu. Þetta skiptir gríðarlegu máli fyrir líftíma fruma. Þær frumur 

sem ekki hafa telómerasavirkni eldast og eru því sagðar dauðlegar 

(Thomson o.fl., 1998). 

Bæði mES og hES frumurnar eiga það sameiginlegt að geta 

sérhæfst og eru ódauðlegar. Báðar gerðirnar tjá gen sem finnast í 

ósérhæfðum frumum músa fósturvísa, þar á meðal nokkur sem eru 

mikilvæg í tengslum við að halda í fjölhæfi fruma. Heildarmynstrið 

bendir til þess að ákveðið byggingafræðilegt tjáningarmynstur sé (e. 

molecular blueprint) milli tegundanna tveggja en þó er mikill munur 

þeirra á milli í tjáningu cytokina (Pera og Trounson, 2004; Xu o.fl, 
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2005).  

Fleiri ytri þættir koma til sem eru ólíkir milli tegundanna 

tveggja. MEK kínasa ferlið kemur af stað sérhæfingu hjá mES frumum 

en FGF2 ferlið sem kemur MEK ferlinu af stað í hES frumum heldur 

frumunum ósérhæfðum (Pera og Trounson, 2004; Xu o.fl, 2005). Í 

sermislausu æti og í samvinnu við gp130 ferlið veldur BMP2 eða 

BMP4 því að mES frumur haldast ósérhæfðar á meðan þessir örvar 

koma af stað sérhæfingu meðal hES fruma hvort sem er í æti með eða 

án sermis (Pera og Trounson, 2004). Hugsanlega taka Nodal og TGFβ 

þátt í því að viðhalda fjölhæfi hES fruma ef þeim er bætt í lágum styrk 

út í æti (Pucéat, 2007). Sömu erfðamörk eru heldur ekki tjáð í innri 

frumumassa mES fruma og hES fruma, sem bendir til þess að munur sé 

milli tegundanna í ósérhæfðum frumum (Pera og Trounson, 2004). 

1.2.2 Sérhæfðar ES frumur (e. differentiated ES cells) 

Gerðar eru þrenns konar prófanir til að kanna hvort hæfileiki 

ES fruma úr fósturvísum til að sérhæfast sé til staðar. Athugað er hvort 

ES frumurnar geti sérhæfst í fósturkímlögin þrjú þ.e. útlag, miðlag og 

innlag í frumurækt. Þá er athugað hvort þær geti myndað furðuæxli sé 

þeim komið fyrir í músum. Að lokum er athugað hvort ES frumurnar 

geti tekið þátt í myndun allra frumugerða í músum með því að búa til 

blendinga (e. chimeras) (Þórarinn Guðjónsson og Eiríkur 

Steingrímsson, 2003).  

Ef ætlunin er að láta mES frumur sérhæfast þá mega hvorki 

stoðfrumur né LIF vera til staðar í ætinu. Sé það fjarlægt getur átt sér 

stað sjálfsprottin sérhæfing (e. spontaneous differentiation), annað 

hvort sem „monolayer“ sérhæfing eða sem frumuþyrpingar (Feraud og 

Vittet, 2003; Smith, 2001).  

Algengasta aðferðin sem notuð er við sjálfspottna sérhæfingu er 

myndun hangandi dropa. Þá myndast frumukúlur (e. embryoid bodies, 

EBs), sem eru ákveðnar byggingar margra frumugerða, myndaðar af 

ósérhæfðum frumum. Þær eru ræktaðar í þrívíðri rækt sem líkir eftir 

fósturvísi in vivo (Pera o.fl, 2000; Rippon og Bishop, 2004).  
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Mynd 6 – Sérhæfing ES fruma með myndun frumukúla (Guðrún 

Valdimarsdóttir, 2007) 

EB-frumukúlurnar geta sérhæfst í öll þrjú frumulög innri 

frumumassans, þar á meðal æðaþelsfrumur (e. endothelial cells) og 

hjartavöðvafrumur (e. cardiomyocytes) (Pera o.fl, 2000; Rippon og 

Bishop, 2004).  

Nokkrar aðferðir er hægt að nota við myndun EB-frumukúla. 

Með hangandi dropum næst best vald á stýringu einstakra EB-

frumukúla með ákveðinn fjölda fruma í hverjum dropa af æti. Þó geta 

EB-frumukúlurnar ekki sérhæfst í eiginlegt fóstur því EB-

frumukúlurnar hafa enga skautun og geta því ekki mótað líkamsform 

(Rippon og Bishop, 2004). EB-Frumukúlurnar eru gerðar úr 

utanfósturinn- og útlagi og veldur samspilið milli þessara tveggja laga 

því að útlagið verður að hinum ýmsu gerðum fruma. Aðeins lítill hluti 

þeirra fruma sem verða að EB-frumukúlum sýna mismunandi gerðir 

sérhæfðra fruma (Pera o.fl, 2000). Hvaða frumugerðir það eru sem fást 

úr ræktun EB-frumukúla fer alveg eftir því hversu lengi þær eru hafðar 

í rækt. Forverafrumur mið- og útlags myndast á örfáum dögum, á 

meðan það tekur allt að tíu daga að fá fram frumur innlags (Rippon og 

Bishop, 2004).  

Í framhaldi af ræktun EB-frumukúla er hægt að einangra 

kúlurnar úr ætinu og setja í ræktun á skálum. Þar er hægt að beina 

frumunum enn frekar í einhverja ákveðna átt sérhæfingar (Rippon og 

Bishop, 2004). Mismunandi vaxtarþættir (e. growth factors) hvetja til 

sérhæfingar í ákveðnar frumugerðir. Þetta form ræktunar kallast 
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frumuflókar (e. aggregates). Hægt er að nota stýrða sérhæfingu (e. 

directed differentiation) til að auka heimtur ákveðinna frumugerða. Það 

er t.d. gert með samræktun ES fruma og END-2 innlagsfruma. END-2 

frumurnar eru þá settar undir ES frumurnar í ræktunarskálinni og ýtir 

þetta form sérhæfingar til aukinna heimta hjartavöðvarfruma 

(Mummery o.fl 2003). 

 

Mynd 7 – Myndun frumuflóka út frá EB-frumukúlum (Guðrún Valdimarsdóttir, 

2007) 

Sú svipgerð frumuflóka sem er áhrifamest í sjón er sláttur 

hjartavöðvafruma. Hægt hefur verið að greina tjáningu sérstakra 

vefjamarkera, þ.á.m. próteina sem koma að byggingu hjartavöðva, 

viðtaka (e. receptor) og umritunarþátta hjarta (Rippon og Bishop, 

2004).  

1.3 Miðlag (e. mesodermal lineage) 

Eins og áður hefur komið fram er hægt að sérhæfa ES frumur í 

frumugerðir kímlaganna þriggja, út-, mið- og innlags (Rippon og 

Bishop, 2004). Mynd 8 sýnir til dæmis að taugafrumur og frumur 

yfirhúðar tilheyra útlaginu en innlaginu tilheyra brisfrumur og 
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skjaldkirtilsfrumur. Miðlaginu tilheyra vöðva- og beinfrumur, 

hjartavöðva- blóð- og stoðvefsfrumur. Af frumum miðlags eru blóð- og 

æðaþelsfrumur meðal þeirra fyrstu til að myndast á meðan þroskun 

fósturvísis stendur (Wobus og Boheler, 2005).  

Auðveldast er að sérhæfa ES frumur í blóð-, æða- og 

hjartavöðvafrumur og hafa þessar gerðir fruma langmest verið 

rannsakaðar. ES frumur hafa möguleika á því að sérhæfast í fleiri 

gerðir en þær sem þegar hafa verið taldar upp. Til að nefna einhverjar 

tegundir miðlagsfruma sem tekist hefur að mynda, má nefna 

beinagrindavöða-, beinmyndandi- og fitufrumur (Keller, 2005).  

 

Mynd 8 - Frumugerðir kímlaganna þriggja (Yu og Thomson, 2006) 

Meðlimir Transforming Growth factor beta (TGFβ) 

stórfjölskyldunnar hafa verið tengdir við myndun miðlags. Þegar 

skoðað er hversu víðtæk áhrif meðlimir TGFβ stórfjölskyldunnar hafa, 

gæti það líka verið tengt umhverfi frumanna. Hugsanlega eru einhverjir 
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aðrir þættir sem frumurnar seyta sjálfar sem hafa þessi áhrif ásamt 

meðlimum TGFβ stórfjölskyldunnar (Pucéat, 2007).  

Í músum er TGFβ tjáð snemma í hjartasvæði miðlagsins, 

meðlimir BMP hluta TGFβ boðleiðarinnar skipta líka miklu máli við 

myndun hjartans. Nodal, TGFβ og BMP2 vaxtarþættirnir ýta allir undir 

miðlagssérhæfingu. Svo að ákveðin sérhæfing náist þá skiptir miklu 

máli á hvaða tímapunkti vaxtarþættirnir eru settir á frumurnar (Pucéat, 

2007).  

ES frumur lofa góðu í tengslum við myndun hjartavöðvafruma 

en þó er skortur er á áreiðanlegum ræktunaraðferðum til að hægt sé að 

nota þær í klínískum tilgangi. Þó svo að vitað sé að BMP taki meðal 

annars þátt í myndun hjartavöðvafruma, þá er ekki vitað nákvæmlega 

hvaða þættir koma við sögu. Þó er vitað að TGFβ og BMP örva 

myndun hjartavöðva. Noggin er annar þáttur sem mikið er tjáður í 

stuttan tíma á meðan á myndun holfósturs (e. gastrula) stendur, hann 

beinir miðlaginu að myndun hjartavöðva. Samkvæmt rannsóknum 

Yuasa og fleiri er best að bæta Noggin á frumurnar rétt fyrir eða eftir 

myndun EB-frumukúla til að fá fram sláandi svæði (e. beating areas). 

Þær ES frumur sem hafa verði meðhöndlaðar af Noggin tjá meira af 

Brachyury T en aðrar frumur (Yuasa, 2005). Brachyury er sérstakur 

marker einkennandi fyrir miðlag og nauðsynlegur fyrir myndun þess 

og til sérhæfingar í hryggdýrum (Wei, Juhasz, Li, Tarasova og Boheler, 

2005).  

1.4 Transforming growth factor beta boðleiðin  

TGFβ stórfjölskyldan skipar stóran sess í tengslum við þroskun 

(Pucéat, 2007). Þetta eru marghæfir vaxtarþættir, víða dreifðir um 

líkamann og hafa áhrif á ýmsa lífeðlisfræðilega ferla fruma. Þeir hafa 

til að mynda áhrif á frumudauða (e. apoptosis), fjölgun (e. 

proliferation), öldrun (e. senescence) og viðgerðir vefja (e. tissue 

repair) (Pucéat, 2007; Valdimarsdottir og Mummery, 2005). Áhrifin 

geta verið mismunandi, allt eftir því hvernig samsetning ísóforma 

TGFβ er (TGFβ1, TGFβ2 eða TGFβ3), þroskunarstig markfrumunnar, 
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innra umhverfi og hvaða þættir eru til staðar í ætinu (Isufi, 2007). 

Þættir TGFβ stórfjölskyldunnar beina frumum í ýmsar frumugerðir 

allra þriggja kímlaganna (Pucéat, 2007). 

TGFβ stórfjölskyldan var fyrst uppgötvuð fyrir um 27 árum og 

samanstendur hún af vaxtar- og sérhæfingarþáttum sem eru yfir 40 

talsins, allir svipaðir að byggingu. Vaxtarþættirnir skipa að öllum 

líkindum stóran sess í endurnýjun fruma og sérhæfingu, bæði í mES 

frumum og hES frumum (Pucéat, 2007; Valdimarsdóttir og Mummery, 

2005). Þáttunum er skipt í tvo hópa, annars vegar BMP og „Growth 

Differentiation Factors“ (GDF) og hins vegar TGFβ, activin og nodal. 

Þekktir eru að minnsta kosti þrír mismunandi TGFβ vaxtarþættir og 

yfir 20 mismunandi BMP þættir (Pucéat, 2007).  

 

Mynd 9 – TGFβ boðleiðin (Valdimarsdottir og Mummery, 2005) 

TGFβ bindill flytur boð frá frumuhimnunni inn í kjarnann (e. 

nucleus) með því að bindast við serín/threonín viðtakaflóka, betur 

þekktir sem TGFβ týpu I viðtaki og TGFβ týpu II viðtaki. Viðtaki II er 

sívirkur (e. constitutively) og virkjar viðtaka I (Valdimarsdóttir og 

Mummery, 2005). Týpu I viðtaki fosfórast og ber boðin síðan áfram 
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með Smad umritunarþáttum. Smad próteinin ferðast svo inn í kjarnann 

þar sem þau koma af stað umritun markgena (Watabe o.fl., 2003).  

Smad próteinunum er skipt í þrjá hópa eftir byggingu og 

starfsemi. R-Smad eru virkjuð af viðtökum, Co-Smad (Smad4) sem er 

algengur miðlari og I-Smad sem stjórnar hindrun, algengir I-Smad eru 

Smad6 og Smad7. R-Smad virkjast þegar viðtaki I fosfórast og myndar 

flóka með Co-Smad. Tengimöguleikar R-Smad við viðtaka I eru afar 

takmarkaðir vegna þess að L45 svæði viðtaka I og L3 svæði R-Smad 

verða að geta tengst. Fosfóraður R-Smad myndar svo flóka með Co-

Smad, Smad4, og saman fara þeir inn í kjarnann og virkja þar markgen 

sín. Smad ferjan er nauðsynleg til að stjórna umritun markgena 

(Valdimarsdottir og Mummery, 2005).  

Hver og einn meðlimur innan TGFβ stórfjölskyldunnar binst 

ákveðinni gerð samsetningar af týpu I og II viðtaka. Boð TGFβ fara í 

gegnum ALK5 viðtaka, boð activin í gegnum ALK4 sem endar svo 

hvort tveggja með fósfórun Smad2/3. BMP hvatar mynda stærsta 

hópinn innan TGFβ stórfjölskyldunnar. Boð BMP fara í gegnum 

ALK2, ALK3 og ALK6 viðtaka I og fosfóra Smad1/5. Talið er að 

Smad 1/5 skipti miklu máli hvað varðar örlög mES fruma. Þeir hvetja 

til endurnýjunar fruma og ef JAK og STAT3 eru ekki virkjaðir leitar 

fruman í miðlagssérhæfingu í stað þess að sérhæfast í átt að útlagi 

(Valdimarsdottir og Mummery, 2005). 
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Mynd 10 – Virkni þátta TGFβ stórfjölskyldunnar (Guðrún Valdimarsdóttir, 

2007) 

Hvort ES frumur endurnýjast eða fara í sérhæfingu ræðst af því 

hvort og hvaða vaxtarþættir og/eða hindrar eru til staðar í ætinu. Það er 

því mikilvægt að skilja hvernig boðleiðin (e. pathway) virkar. 

Skilningur á samskiptum innri og ytri stjórnþátta fruma er ekki til hlítar 

en TGFβ stórfjölskyldan skiptir að öllum líkindum gríðarlegu máli í 

endurnýjun og sérhæfingu ES fruma músa og manna (Valdimarsdóttir 

og Mummery, 2005). 

1.5 Læknisfræðileg not 

Þrátt fyrir gríðarlegar framfarir í átt að betri skilningi á 

sérhæfingu stofnfruma er langt í land áður en hægt verður að nota þær í 

læknisfræðilegum tilgangi (Passier og Mummery, 2003). Mjög 

mikilvægt er að geta stjórnað vexti og sérhæfingu ES fruma, fyrr er 

ekki hægt að nota þær til lækninga (Mummery o.fl., 2003).  

Aðferðir til að gera við og endurmynda skemmda vefi með 

hjartavöðvafrumum gæti orðið til þess að minnka líkur á skemmdum 

eftir kransæðastíflur (Mummery o.fl., 2003).  
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Engin aðferð sem miðar að sérhæfingu ES fruma hefur náð að 

sérhæfast í 100 % hreina frumugerð (Rippon og Bishop, 2004). Fleiri 

hindranir eru í vegi fyrir notkun frumanna í læknisfræðilegum tilgangi, 

svo sem æxlismyndun, ofnæmisvandamál, fyrir utan öll þau 

siðfræðilegu álitamál sem vakna í tengslum við einangrun og ræktun 

ES fruma. Margar hindranir á enn eftir að yfirstíga áður en hægt verður 

að nota ES frumur til lækninga, sem reynist erfitt því mikill skortur er á 

afgangs fósturvísum til rannsókna (Wei o.fl., 2005).  

Nýlega tókst japönskum rannsóknarhópi að endurforrita 

húðfrumur úr mönnum sem örvaði þær í fjölhæfar stofnfrumur. Þetta 

var gert með því að innlima fjóra ólíka umritunarþætti (Oct4, Sox2, 

Klf4 og c-Myc) í kjarnann með retróveirum (Takahashi o.fl, 2007). 

Þessar rannsóknir gefa möguleika á því að efla stofnfrumurannsóknir 

án þess að notast við fósturvísa.  
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2 Efni og aðferðir 

2.1 Myndun hjartavöðvafruma  

Ákveðið var að gera þrenns konar tilraunir til að skoða áhrif 

TGFβ vaxtarþátta á genatjáningu ósérhæfðra og sérhæfðra ES fruma 

músa. Valinn var klónn IB10 sem er undirklónn (e. sub-clone) E14 

stofnfrumulínunnar. Ætlunin var að fá fram sláandi hjartavöðvafrumur 

með því að beina ES frumunum í þá átt sérhæfingar með eða án TGFβ 

vaxtarþátta.  

2.2 Æti og önnur efni 

Buffalo Rat Liver æti (100% BRL) 

500 ml DMEM 

5 ml 200 mM L-Glu 

5 ml 100 mM Sodium Pyruvate 

5 ml 100X NEAA 

50 ml FCS 

Ósérhæft æti (e.undifferentiated medium) 

80 ml 100% BRL  

20 ml DMEM w. 10% FCS 

11 ml extra FCS 

111 µl βME 

Sérhæft æti (e.differentiated medium) 

500 ml DMEM w 

50 ml FCS 

5 ml P/S penisilin 

5 ml Glu – Glutamin as. 

5 ml NEAA (Non-Essential Amino Acids) 

900 µl βME 

Trypsin (Textured Vegetable Protein, TVP) 

191 ml PBS 

5 ml 40 mM EDTA 
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2 ml Chicken serum 

2 ml 2,5% Trypsin 

Phosphate buffer saline (PBS) 

PBS er saltlausn sem hjálpar til við að halda sýrustigi 

lausnarinnar stöðugu og var notað til að skola frumur.  

pH 7.4 

150 mM NaCl 

8.0 mM Na2HPO4 

3.0 KCL 

1.5 mM KH2HPO4 

Leukemia inhibitory factor (LIF) 

LIF var notað í styrknum 10 ng/ml (frá Chemicon) 

0,1% gelatín  

Gelatín var þynnt í vatni, þ.e. 0,5 g í 500 ml vatni.  

2.3 Frumurækt 

2.3.1 Frumur affrystar 

Notaðir voru ræktunarbakkar við framkvæmd tilraunarinnar. 

Undirbúa þarf brunna bakkans fyrir mES frumurnar til þess að þær nái 

góðri festu. Brunnarnir voru húðaðir með 0,1% gelatíni, þeir hreinsaðir 

og í staðinn sett ósérhæft æti, sem inniheldur LIF sem sér til þess að 

frumurnar viðhaldist í rækt og sérhæfist ekki. mES frumurnar voru 

þíddar hratt og þær settar í túpu, með 5 ml af ósérhæfðu æti. Blandan 

var svo spunnin niður í 5 mínútur við 1000 RPM, flotið tekið af, nýtt 

æti sett í staðinn og botnfallið leyst varlega upp með pípettu. 

Frumuflotinu var svo skipt niður í tvo gelatínhúðaða brunna þannig að 

tvöfalt fleiri frumur voru settar í annan brunninn. Að lokum var 

bakkinn hristur varlega og skoðaður í smásjá til að athuga hvort 

frumurnar væru ekki örugglega til staðar, lifandi og dreifðar. Bakkinn 

var þá settur í hitaskáp við 37°C í tvo sólarhringa. Að þeim tíma 

liðnum var sá brunnur valinn sem betur þótti henta til áframhaldandi 

ræktunar. 
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2.3.2 Umsáning fruma 

Við umsáningu fruma var allt æti sem fyrir var í tilteknum 

brunni fjarlægt og frumurnar skolaðar með 1 ml af PBS. Hellt var 

varlega yfir frumurnar 250 µl af TVP til að losa þær hverja frá annarri 

og frá botni bakkans. Lausnin var látin leika um frumurnar í 2-3 

mínútur, eða þar til vökvinn var orðinn skýjaður af frumum. Út í 

lausnina var bætt 750 µl af ósérhæfðu æti til að óvirkja TVP. Nú voru 

samtals 1000 µl í holunni. Í ósérhæfða ætinu var áður búið að rækta 

Buffalo Rat Liver cells sem seyta lífsnauðsynlegum þáttum fyrir mES 

frumurnar. Þessu BRL æti er svo safnað saman, það síað, LIF og meira 

sermi bætt út í lausnina og kallast ætið þá skilyrt æti. Það sem óvirkjar 

TVP er í raun sermið sem ósérhæfða ætið inniheldur. Ræktun var 

haldið áfram og frumur sem mynduðu fallegustu kóloníurnar voru 

valdar til áframhaldandi ræktunar. Í hvert skipti sem frumunum var 

umsáð, voru mismiklar þynningar gerðar, allt frá 1:8 þynningu og niður 

í 1:20. 

2.4 Örvun mES fruma með TGFβ vaxtarþáttum 

2.4.1 Tilraun 1 – Ósérhæfðar mES frumur 

Ósérhæfðar fjölhæfar mES frumur voru ræktaðar í kóloníum í 

ósérhæfðu æti. Með því að umsá mES frumunum í ræktunarbakka sem 

inniheldur æti með ákveðna vaxtarþætti, örva og hindra eins og sést í 

tölflu 1, er hægt að sjá hvaða áhrif hver örvi og hindri hefur á vöxt og 

formgerð mES frumanna. TGFβ hindrinn, A5Ki (ALK5 kinase 

inhibitor), er leystur upp í DMSO (vehicle). Því er DMSO notað sem 

viðmið til að ganga úr skugga um að áhrifin sem komu í ljós væru í 

raun vegna A5Ki en ekki DMSO.  
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Tafla 1 – Ræktunarbakki með vaxtarþáttum og hindrum 

Neikvætt viðmið 

BMP4 

vaxtarþáttur 

(10 ng/ml) 

Noggin hindri 

(100 ng/ml) 

Noggin+BMP4 

(10 ng/ml + 100 

ng/ml) 

TGFβ 

vaxtarþáttur 

(1 ng/ml) 

A5Ki hindri 

(10 mM) 

A5Ki+TGFβ 

(1 ng/ml + 10 

mM) 

DMSO 

(1:1000) 

 

 

Í þeim brunnum þar sem hindrarnir Noggin (BMP hindri) og 

A5Ki eru notaðir með BMP4 og TGFβ, var vaxtarþáttum bætt við 

tveimur tímum á eftir hindrunum svo þeir hefðu færi á því að bindast 

viðeigandi viðtaka og hindra þar með bindingu vaxtarþáttarins og 

viðtaka. Endastyrkur vaxtarþátta og hindra er gefinn upp í töflu 1. 

Tveimur sólarhringum síðar voru frumurnar sveltar með eða án 

vaxtarþátta. Frumurnar voru síðan skoðaðar í smásjá og niðurstöðurnar 

skráðar. Að lokum var ætið tekið af, frumurnar þvegnar og þeim safnað 

saman fyrir RNA einangrun.  

2.4.2 Tilraun 2 – EB-frumukúlur (e. embryoid bodies, EBs) 

Ósérhæfðar mES kóloníur voru leystar í sundur, eins og áður 

var lýst, en nú var 750 µl af sérhæfðu æti bætt í hverja holu til að 

óvirkja TVP. Til að útbúa EB-frumukúlur, þarf að telja magn fruma 

sem til staðar eru. Að meðaltali eru 800 frumur í hverjum dropa sem 

hver er 20 µl. Lausnin var því þynnt þannig að endalausn hennar yrði 

40.000 frumur/1000 µl. 
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Tafla 2 – Innihald túpa fyrir gerð EB-frumukúla 

Túpa Vaxtarþáttur/hindri 

1 Viðmið 

2 BMP4 (10 ng/ml) 

3 Noggin (100 ng/ml) 

4 BMP4 + Noggin (10 ng/ml + 100 ng/ml) 

5 TGFβ (1 ng/ml) 

6 A5Ki (10 mM) 

7 TGFβ + A5Ki (1 ng/ml + 10 mM) 

8 DMSO (1:1000) 

 

Frumuflotinu var skipt niður í átta túpur og vaxtarþáttum 

og/eða hindrum bætt út í (sjá töflu 2). Til þess að útbúa EB-frumukúlur 

voru notaðar átta ræktunarskálar (9 cm í þvermál), ein fyrir hvern 

vaxtarþátt/hindra, í botninn á þeim voru settir 10 ml af PBS til að 

viðhalda raka í skálinni. Einni EB-frumukúlum í einu var raðað á lok 

skálarinnar, því síðan hvolft og skálinni lokað og hún sett í 

ræktunarskáp í 5 sólarhringa. Að þeim tíma liðnum höfðu myndast EB-

frumukúlur neðst í hangandi dropunum og þeim var safnað saman fyrir 

RNA einangrun.  

2.4.3 Tilraun 3 – Frumuflókar (e. aggregates) 

Við myndun frumuflóka var byrjað á því að útbúa EB-

frumukúlur á sama hátt og gert var í tilraun 2. Átta stykki af 24 holu 

bökkum voru gelatínhúðaðir og þeir geymdir í um það bil 30 mínútur 

við 37°C. Á meðan var gerð ein stór blanda af sérhæfðu æti og 

vaxtarþáttum fyrir hvern bakka (sjá töflu 3). Í hverja túpu voru settir 13 

ml af sérhæfðu æti með eða án vaxtarþátta/hindra. Þá voru 0,5 ml af 

æti settir í hvern brunn, örlítið rúmmál af því dregið aftur upp í 

pípettuoddinn, sem soga átti eina kúlu upp af skálarlokinu og flytja í 

tiltekinn brunn. Þetta var gert svo að þær festust ekki við pípettuoddinn 

sjálfan. 
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Tafla 3 – Innihald túpa fyrir gerð frumuflóka 

Túpa númer Vaxtarþáttur Endastyrkur 

1 Viðmið  

2 BMP4 (10 ng/ml) 

3 Noggin (100 ng/ml) 

4 BMP4 + Noggin (10 ng/ml + 100 ng/ml) 

5 TGFβ (1 ng/ml) 

6 A5Ki (10 µM) 

7 TGFβ + A5Ki (1 ng/ml + 10 µM) 

8 DMSO (1:1000) 

 

Hver EB-frumukúla fyrir sig var flutt í einn brunn. Þegar búið 

var að fylla 24 holu ræktunarbakka var gengið úr skugga um að 

einungis ein kúla væri í hverjum brunni með smásjárskoðun og 

skálunum svo hringsnúið mjög varlega til að reyna að fá þær til að 

setjast í miðjan brunninn frekar en í jaðrana. Að lokum voru bakkarnir 

settir inn í hitaskáp við 37°C í nokkra daga. Reglulega var svo athugað 

í smásjá hvort sláandi svæði hefðu myndast í flókunum og niðurstöður 

skráðar. Eftir 7 daga var frumunum svo safnað saman fyrir RNA 

einangrun. Þar sem að nóg var til af þeim frumum sem örvaðar voru 

með TGFβ, var sýni tekið sérstaklega úr þeim sláandi svæðum (e. 

beating areas) sem höfðu myndast í frumuflókunum.  
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2.5 RNA einangrun, myndun cDNA og mögnun þess með 

vísum (e. primers) 

2.5.1 RNA einangrun 

� 500 µl Trizol (Invitrogen) sett á frumur og safnað saman í 

eppendorfglös 

� Trizol frumulausn sprautuð gegnum G21 sprautu til að fá 

einsleita lausn 

� 100 µl chloroform bætt út í lausn og hrist vel 

� Glös látin standa í 2-3 mínútur við herbergishita 

� Spunnið við 4°C, 15.000 RPM í 15 mínútur 

� Vatnsfasinn sem inniheldur RNA var fluttur yfir í nýtt 

eppendorfglas 

� 250 µl isopropanol bætt út í vatnsfasann 

� Glös látin standa í 10 mínútur við herbergishita 

� Spunnið í 10 mínútur 

� Skolað með 500 µl 75% etanoli og blandað 

� Spunnið við 10.000 RPM í 5 mínútur 

� Flot tekið af og RNA látið þorna í 5-10 mínútur við 

herbergishita 

� RNA leyst upp í 20 µl vatni 

(Sambrook, Fritsch og  Maniatis, 1982). 

 

Farið var með öll RNA sýni, þ.e. úr ósérhæfðum frumum, EB-

frumukúlum og frumuflókum, niður á Krabbameinsfélag Íslands þar 

sem gæði og magn RNA í sýnum var mælt í GeneQuant pro tæki frá 

Pharmacia/Amersham. Sýnin voru misgóð en miðað var við að styrkur 

sýna yrði að vera 100 ng/µl til að vera nothæft. Þegar búið var að 

þynna öll sýni í sama styrk, var cDNA útbúið.  
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2.5.2 Gerð cDNA 

Notað var Revert Aid Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas).  

� Út í 10 µl af RNA sýni var 1 µl af Oligo (dT)18 primer bætt 

við, ásamt 1 µl af Random Hexamer primer. Þessu var 

blandað varlega saman og spunnið niður í nokkrar 

sekúndur.  

� Næst voru sýnin hituð í 5 mínútur við 70°C og síðan kæld 

aftur niður á ís. 

� Í hvert sýni var bætt við 4 µl af 5x reaction buffer, 1 µl af 

RiboLock ribonuclease inhibitor og 2 µl af 10mM dNTP 

mixi. Þessu var svo blandað varlega saman og spunnið 

niður í örfáar sekúndur.  

� Þá var sýnunum komið fyrir í hitaskáp í 5 mínútur við 

37°C. 

� Add RevertAid Transcriptrase var því næst bætt út í 

lausnina þannig að lokarúmmálið yrði 20 µl. 

� Sýnin voru þá látin bíða í 42°C í klukkustund, hvarfið svo 

stöðvað með því að hita sýnin í 10 mínútur við 70°C. 

� Að lokum voru sýnin kæld niður á ís. 

(Sambrook o.fl, 1982). 

 

2.5.3 Mögnun með vísum 

Til að ganga úr skugga um að ekkert RNA væri eftir og tekist 

hefði að útbúa cDNA voru sýnin mögnuð upp með PCR (Polymerase 

Chain Reaction) fyrir „housekeeping“ gen. Til þess voru notaðir 

GAPDH prímerar. Byrjað var á því að útbúa mastermix blöndu fyrir 

hvarfið (sjá töflu 4)  
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Tafla 4 – Mastermix 

Míkrólítrar (µl) Efni 

1,5 25 mM MgCl2 

2,5 10x Buffer 

0,5 10 mM dNTP 

0,5 10 µM Forward prímer 

0,5 10 µM Reverse prímer 

18,5 H2O 

0,06 Taq polymerasi 

 

Taq polymerasinn var ávallt settur síðastur í blönduna. Þá voru 

24 µl af mastermixi settir í hvert glas og 1 µl af cDNA. Glösin voru 

hrist, spunnin niður og mögnuð upp í PCR tæki. Í þessu tilfelli var 

stilling PCR tækisins sem hér segir: 

� Fysta skrefið var að rekja tvíþráða DNA í sundur. Það var 

gert í 30 sekúndur við 94°C. 

� Annað skrefið var að tengja prímerana við báða einþráða 

DNA bútana. Í þetta skipti var það í 30 sekúndur við 55°C 

(annealing hitastig). 

� Þriðja skrefið var að lengja bútana og var það gert í 30 

sekúndur við 94°C.  

� Að lokum kældi tækið sig niður í 4°C og þá var ferlinu 

lokið. 

Fyrir þennan prímer var nóg að láta hvarfið ganga 25 hringi til að fá 

góða mögnun. Á meðan að mögnunin átti sér stað voru útbúin 1% 

agarósagel, 1 g af agarósa var blandað saman við 100 ml af TAE buffer 

(40 mM Tris-acetate, 1 mM EDTA). 5 µl af Ethidium bromide (10 

mg/ml) var svo bætt út í blönduna og henni hellt í bakka þar sem gelið 

var látið storkna, með tilteknum greiðum í sem móta brunna fyrir sýni, 

fram að notkun. Þegar sýnin voru tilbúin var 1 µl af „loading buffer“ 

bætt við 10 µl af sýni, því hlaðið í brunna gelsins og rafdregið í um það 

bil 25 mínútur við 100 V straum. 
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Það sama var svo gert við alla prímera sem prófaðir voru, nema 

að annealing hitastigið var mismunandi fyrir hvern og einn prímer (sjá 

töflu 5).  

Tafla 5 – Prímerar 

Prímerar  Basaröð prímera Hitastig 
(°C) 

Fjöldi 
hringja 

Afurð 

GAPDH TGCAGTGGCAAAGTGGAGATT 
TGCCGTTTAAGTTGCCGT 

55 25 117 

Nanog*1 AGGGTCTGCTACTGAGATGCTCTG 
CAACCACTGGTTTTTCTGCCACCG 

58 35 395 

TGFβR II CGTGTGGAGGAAGAACAACA 
GTGGAGTCTCGTCAAACTCT 

46 35 569 

BMPR II AGATCTATCCTCTCCCTAAG 
CTGTCCCGTCAGGTAAGATT 

43 32 814 

ActAR II CTTAAGGCTAATGTGGTCTC 
AGGAGGGTTTCTTAGATCAG 

43 32 703 

ALK5 ATCCATCACTAGATCGCCCT 
CGATGGATCAGAAGGTACAAGA 

50 35 824 

ALK6 CACCTTAGACGCAAAGTCCA 
AAGTAAGGGGTTAGCTACC 

50 35 490 

Smad1 ACTGAAGCCTCTGGAATGCT 
GCAGGTTGTTATTCTTGGCG 

51 35 619 

Smad2 CGGAGATTCTAACAGAACTG 
AAGTCACGCTACGAGTTCGT 

46 35 846 

Brachyury*2 TGCTGCCTGTGAGTCATAAT 
ACAAGAGGCTGTAGAACATG 

44 35 502 

ANF*3 TGATAGATGAAGGCAGGAAGCCGC 
AGGATTGGAGCCCAGAGTGGACTAGG 

62 35 208 

Flk1*4 GGCAGCACGAAACATTCTCCTATC 
ACACCGAAAGACCACACATCGCTC 

58 35 269 

PECAM-1*5 GCATCGGCAAAGTGGTCAA 
GTTCCATTTTCGGACTGGC 

52 35 145 

 

Prímer merktur *1 var einungis prófaður fyrir ósérhæfðar frumur 

Prímerar merktir *2 -*5 voru prófaðir fyrir EB-frumukúlur og 

frumuflóka.  
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3 Niðurstöður 

3.1 Tilraun I 

Til þess að sjá hvaða áhrif mismunandi TGFβ vaxtarþættir og 

hindrar hefðu á fjölhæfar mES frumur, voru þær ræktaðar í ósérhæfðu 

æti. Mismunandi vaxtarþættir voru settir í brunnana og tveimur 

sólarhringum síðar voru áhrifin skoðuð í smásjá.  

Yfirleitt mátti sjá fremur þétta rækt í brunnum og þá sérstaklega 

í jöðrunum. mES frumurnar mynduðu allt frá litlum kóloníum upp í 

nokkuð stórar. Flestar frumurnar voru kúlulaga, aðrar ílangar og á 

einstaka stað mátti greina litla anga út frá frumunum sjálfum, sem 

bendir til þess að örlítil sérhæfing hafa átt sér stað. Þar sem frumurnar 

voru ekki ræktaðar á stoðfrumum er eðlilegt að með tímanum geti 

sumar frumur sérhæfst að einhverju leyti.  

Mjög áberandi þéttur vöxtur var í þeim brunni þar sem mES 

frumur voru örvaðar með TGFβ vaxtarþætti. Fremur þéttur vöxtur var 

sýnilegur í þeim brunni þar sem mES frumurnar voru örvaðar með 

BMP4 og þar sem mES frumurnar voru einungis ræktaðar í æti án 

vaxtarþátta. Frumurnar voru áberandi stærri í þeim brunnum þar sem 

frumurnar voru örvarðar með A5Ki, með TGFβ+A5Ki og með DMSO 

en í hinum brunnunum. Angar voru greinanlegir út frá nokkrum 

frumum í öllum brunnum nema A5Ki, TGFβ+A5Ki og DMSO 

brunnum.  

3.2 Tilraun II 

Ósérhæfðar mES kóloníur voru sundraðar með trypsin og 

frumur ræktaðar í sérhæfðu æti og örvaðar með eða án vaxtarþátta (sjá 

nánar efni og aðferðir, kafli 2.4.2). Átta ræktunarskálar voru útbúnar 

með hangandi dropum frumuflotsins og í botninn var sett PBS til að 

viðhalda raka í skálinni. Þegar búið var að raða öllum dropunum á 

lokið var því hvolft, skálinni lokað og hún sett í ræktunarskáp í 5 

sólarhringa. Þegar sá tími var liðinn höfðu myndast EB-frumukúlur í 
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dropunum, sem síðan var safnað saman fyrir RNA einangrun.  

3.3 Tilraun III 

Við myndun frumuflóka var byrjað á því að mynda EB-

frumukúlur út frá ósérhæfðum mES frumum á sama hátt og gert var í 

tilraun 2. Gerð var stór blanda af sérhæfðu æti og vaxtarþáttum fyrir 

hvern bakka (sjá nánar efni og aðferðir, kafli 2.4.3). Ein og ein EB-

frumukúla var flutt í hvern brunn. Þegar búið var að fylla hvern bakka 

þá voru þeir settir í 37°C hitaskáp í nokkra daga. Reglulega var svo 

athugað í smásjá hvort sláandi svæði hefðu myndast í flókunum.  

Tveimur dögum eftir að EB-frumukúlunum hafði verið safnað 

saman og komið fyrir á ræktunarskálum, var athugað hvernig 

brunnarnir litu út, niðurstöðurnar voru eftirfarandi: 

Í flestum tilfellum voru frumurnar ljósar, lausar í sér og heldur 

dreifðar um brunninn. Í miðju mátti yfirleitt sjá dökka þétta þyrpingu 

og yfir frumunum lá brún þekja.  

Bæði þremur dögum og sjö dögum eftir að frumukúlurnar 

höfðu verið fluttar yfir á ræktunarskál, var farið að skima eftir sláandi 

svæðum í frumuhrúgunum. 

 

Mynd 11 – Fjöldi sláandi svæða í frumuflókum 
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Eftir seinni talningu sláandi svæða var frumunum safnað saman 

úr hverjum örvunarpunkti fyrir RNA einangrun. Þess má geta eins og 

áður kom fram að þær frumuhrúgur sem voru örvaðar með TGFβ og 

sýndu sláandi hjartavöðvafrumur, voru einangraðar sérstaklega, 

nefndar „Beating TGFβ“ sýni.  

3.4 Mögnun og rafdráttur  

Fyrir þennan hluta verkefnisins var RNA úr öllum sýnum 

tilraunanna einangrað. Farið var með sýnin niður á Krabbameinsfélag 

Íslands þar sem gæði og magn sýna voru mæld. Miðað var við að 

styrkur sýnanna yrði að vera 100 ng/µl til þess að þau væru nothæf. 

Þegar sýni höfðu verði þynnt í sama styrk var cDNA útbúið með RT-

PCR aðferðinni. Til að vera viss um að tekist hefði að útbúa cDNA 

voru sýnin mögnuð upp fyrir „housekeeping“ gen. 

Fyrir hvert hvarf þurfti að útbúa mastermix blöndu (sjá nánar í 

efni og aðferðir, kafli 2.5.3). Fyrir hvern prímer, var 1 µl af cDNA 

blandað saman við mastermixið og afurðir magnaðar í PCR tæki. 

Misjafnar stillingar fyrir hita og tíma voru þó fyrir hvern prímer (sjá 

töflu 5). Að mögnuninni lokinni voru sýnin rafdregin á agarósageli til 

að sjá hvort afurðir ákveðinna gena hefðu myndast.  

3.4.1 Ósérhæfðar mES frumur 

Með því að nota mismundandi vaxtarþætti til að örva 

ósérhæfðar mES frumur er hægt að skoða hvort og hve mikið Nanog 

genið er tjáð í mES frumunum. Tjáning gensins endurspeglar svo aftur 

fjölhæfi mES frumanna.  

GAPDH (Glyceraldehyde 3 – phosphate dehydrogenase) 

Til að ganga úr skugga um að jafnmikið cDNA hefði myndast í 

hverju sýni, með RT-PCR aðferðinni, var „housekeeping“ genið 

GAPDH athugað.  

Eins og niðurstöður sýna er tjáning GAPDH genisins svipuð í 

öllum mES örvuðum frumum að undanskildu viðmiði og Noggin. Áður 

en næsti prímer var athugaður fyrir ósérhæfðu mES frumurnar var 
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styrkur cDNA jafnaður út fyrir þessi sýni. Þetta var gert svo öruggt 

væri að þeir prímerar sem prófaðir yrðu í framhaldinu og gæfu 

mismikla tjáningu gena væri í raun ástæða mismikillar tjáningar á því 

tiltekna geni en ekki vegna þess að styrkur cDNA í sýnum væri ójafn. 

 

Mynd 12 – Mögnun GAPDH afurða úr mES frumum 

 

Nanog  

Nanog genið er eitt af einkennum fjölhæfi hjá ósérhæfðum 

frumum og sést tjáning þess á mynd 13. Nanog genið var tjáð í öllum 

mES örvuðum frumum en mismikið þó. Lægsta tjáningin var hjá þeim 

mES frumu sem örvaðar voru með BMP4+Noggin og TGFβ 

vaxtarþáttum. Niðurstöður benda til að ósérhæfðar mES frumur sem 

örvaðar voru með TGFβ tjái Nanog umritunarþáttinn minna en 

viðmiðunar mES frumur sem ekkert voru örvaðar og þess vegna er 

mögulegt að TGFβ ýti undir sérhæfingu mES fruma.  
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Mynd 13 – Mögnun Nanog afurða úr mES frumum 

 

TGFβRII 

Til að vera viss um að týpu II viðtakar séu til staðar í mES 

frumunum við mismunandi örvun var ákveðið að athuga nokkur 

viðtakagen sem tilheyra aðalboðleiðum TGFβ stórfjölskyldunnar, þ.e. 

TGFβ, BMP og Activin boðleiðunum.  

TGFβRII prímerinn magnar upp afurð sem tjáir fyrir týpu II 

viðtakann í TGFβ boðleiðinni. Samkvæmt greiningu niðurstaðna 

(mynd 14) er tjáning viðtakans til staðar í öllum mES frumum við öll 

ræktunarskilyrði.  

 

Mynd 14 – Mögnun TGFβRII afurða úr mES frumum 

 

BMPRII 

BMPRII prímerinn magnar upp gen týpu II viðtaka í BMP 

boðleiðinni. Út frá niðurstöðum má sjá að nokkuð góð og jöfn tjáning 

er í mES frumu viðmiði og öllum örvuðum mES frumum þó lág sé 

(mynd 15). Stór munur er á tjáningu BMPRII í mES frumum örvuðum 
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með BMP annars vegar og TGFβ hins vegar. Við stöðuga örvun 

BMPRII boðleiðarinnar er mögulegt að viðtakinn sé nánast uppurinn 

og tjáning BMPRII þess vegna lág.  

 

Mynd 15 – Mögnun BMPRII afurða úr mES frumum 

 

ActRII 

ActRII prímerinn magnar upp týpu II viðtaka fruma í activin 

boðleiðinni. Eins og greiningin sýnir er mjög jöfn tjáning í mES 

frumunum, nema þá helst til minni tjáning í viðmiði og í þeim mES 

frumum þar sem TGFβ boðleiðin er hindruð með A5Ki. Niðurstöður 

benda þó til, eins og áður, að viðtakinn sé til staðar (mynd 16).  

 

Mynd 16 – Mögnun ActRII afurða úr mES frumum 

3.4.2 Sérhæfðar mES frumur 

Til þess að geta séð hvort mismunandi gen séu tjáð á misjöfnun 

tímum sérhæfingar, voru tekin sýni bæði úr EB-frumukúlum og 

frumuflókum. EB-frumukúlurnar eru fullmyndaðar 5 dögum eftir að 

þeim er komið fyrir á skálum en frumuflókana verður að rækta í 12 

daga. EB-frumukúlurnar innihalda að hluta til forvera hjartavöðva- og 
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æðaþelsfrumur en frumuflókarnir innihalda að hluta til endanlega 

sérhæfðar frumur þessa hóps.  

GAPDH 

Eins og í tilfelli ósérhæfðu mES frumanna var byrjað á því að 

ganga úr skugga um að jafnmikið cDNA hefði myndast í hverju sýni í 

RT-PCR. Þetta var gert með því að athuga GAPDH „housekeeping“ 

genið.  

Niðurstöður fyrir EB-frumukúlur sýndu að jöfn tjáning var á 

afurðum GAPDH gensins í bæði viðmiði mES fruma sem og öllum 

mES örvuðum frumunum.  

 

Mynd 17 – Mögnun GAPDH afurða úr mES frumum 

 

Líkt og í EB-frumukúlum var tjáning jöfn í viðmiði mES fruma 

og í örvuðum mES frumum frumuflóka. 

 

Mynd 18 – Mögnun GAPDH afurða úr mES frumum 
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ANF (Artial Natriuretic Factor) 

ANF er hjartagátta factor (e. atrial natriuretic factor) og er 

genið tjáð seint í þroskun hjartavöðvafruma. ANF genið hefur verið 

notað til að skoða mismunandi svipgerðir hvolfa og gátta í hjartvöðva 

mynduðum úr ES frumum (Fijnvandraat o.fl., 2003). Það kemur 

ekkert á óvart að engin tjáning sé í EB-frumukúlum, því þar hafa 

trúlega einungis forverar hjartavöðvafruma myndast á þessu stigi 

(mynd 19). Þegar lengra var komið í sérhæfngu, þ.e. í frumuflókana 

kom í ljós tjáning á ANF geninu, en hún var misjöfn í mES frumunum 

(mynd 20).  

Engin tjáning var í viðmiði né í BMP4 örvuðum mES frumum. 

Há tjáning var í mES örvuðum frumum með TGFβ og það sem meira 

er um vert enn hærri í sláandi TGFβ örvuðum mES frumum. Þegar 

TGFβ boðleiðin er hindruð með A5Ki dregur verulega úr tjáningu ANF 

gensins. Við talningu á sláandi svæðum frumuflóka á 12. degi 

sérhæfingar hafði komið fram að flest sláandi svæði töldust vera þegar 

mES frumurnar voru örvaðar með TGFβ. Þessar sömu sláandi frumur 

höfðu einnig mestu tjáningu á ANF sem staðfestir enn frekar að mES 

frumur hafi sérhæfst í hjartavöðvafrumur með hjálp TGFβ 

vaxtarþáttarins.  

Þegar BMP boðleiðin er hindruð með Noggin þá verður tjáning 

ANF gensins há í mES sérhæfðum frumum. Af þessum niðurstöðum 

má draga þá ályktun að BMP bæli niður sérhæfingu mES fruma í 

hjartavöðvarfrumur.  

 

Mynd 19 – Mögnun ANF afurða úr mES frumum 
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Mynd 20 – Mögnun ANF afurða úr mES frumum 

 

PECAM-1 

PECAM-1 er notað sem kenniprótein (e. marker) fyrir frumur 

æðakerfisins, einkum æðaþelsfrumur (Woodfin, Voisin og Nourshargh, 

2007) en tjáning PECAM-1 kemur jafnvel fram á kímblöðrustigi. Þessi 

viðloðunarsameind, fellur undir stórfjölskyldu immúnóglóbúlína (Ig) 

(Jackson, 2003). Tjáning gensins er mismikil eftir því hvaða hluta 

æðakerfisins er verið að skoða og kemur PECAM-1 tjáning 

æðaþelsfruma einkum fram í jöðrum frumanna (Woodfin o.fl., 2007). 

Ekki var tjáning í öllum sýnum frumukúla. Engin tjáning PECAM-1 

gensins var í viðmiðunar mES frumum, BMP4 örvuðum mES frumum 

eða DMSO. Þá var heldur engin tjáning PECAM-1 gensins þegar BMP 

boðleiðin var hindruð með Noggin og lág tjáning var í sláandi TGFβ 

mES frumum (mynd 21). 

Mun meiri tjáning var á PECAM-1 geninu í frumuflókum. 

Nokkuð góð tjáning var í öllum mES frumum nema í viðmiðunar og 

Noggin mES frumum sem sýndu heldur minni tjáningu PECAM-1 

gensins. Engin tjáning mES fruma var á BMP4 örvuðu mES frumum 

(mynd 22).  

Niðurstöður gefa til kynna að í þeim EB-frumukúlum þar sem 

tjáning PECAM-1 var sjáanleg, hljóta þeir hindrar að ýta undir 

sérhæfingu mES fruma í æðaþelsfrumur, þ.e. hvorki BMP boðleiðin né 

TGFβ boðleiðin stuðla að sérhæfingu mES fruma í æðaþelsfrumur.  
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Mynd 21 – Mögnun PECAM-1 afurða úr mES frumum 

 

 

Mynd 22 – Mögnun PECAM-1 afurða úr mES frumum 

3.4.3 Aðrar PCR aðferðir prófaðar 

Brachyury  

Brachyury er T-box umritunarþáttur sem hefur stóru hlutverki 

að gegna í snemmþroskun hryggdýra, einkum við myndun miðlags. 

Hann er því víða notaður sem sérstakur marker fyrir frumur sem 

tilheyra miðlaginu (Wei o.fl., 2005). 

Flk1 

Samskipti milli æðaþels- og æðaveggjafruma (e. mural cells) 

eru nauðsynleg fyrir æðamyndun og viðhald æða (Yamashita, Itoh, 

Hirashima, Ogawa o.fl., 2000). Talið er að æðar fósturvísa myndist út 

frá æðaþelsfrumum sem aftur verða til vegna Flk1 tjáningar 

miðlagsfruma (Flk+) (Watabe, 2003). Flk+ frumur sem einangraðar 

voru úr ES frumum geta sérhæfst bæði í æðaþels- og æðaveggjafrumur 

og eru þær taldar vera forverar æðaþelsfruma (Yamashita, 2000). 
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ALK5/6 og Smad1/2 

TGFβ boðleiðin ber boð sín í gegnum ALK5 sem endar svo 

með fosfórun Smad2. BMP boðleiðin notar aftur á móti ALK6 sem 

endar með fosfórun Smad1. Bæði ALK5/6 eru týpu I viðtakar ES 

fruma og Smad1/2 eru R-smad umritunarþættir þessara boðleiða 

(Valdimardottir og Mummery, 2005).  

Tjáning þessara sex ofangreindra gena var prófuð en engar 

niðurstöður fengust, hvorki fyrir EB-frumukúlur né frumuflóka. Þá var 

gripið til þess ráðs að reyna að fá niðurstöður með öðrum aðferðum. 

Hot Start er fyrri aðferðin sem var prófuð og Touchdown sú seinni.  

Hot start 

Hot start er ein útfærslan á PCR sem mikið er notuð þegar hin 

hefðbundna virkar ekki sem skildi. Hún hefur þann kost fram yfir 

venjulegt PCR að hún minnkar mögnun ósértækra afurða. Mögnun 

verður því ekki fyrr en hitastig hvarfsins er komið upp fyrir það hitastig 

þar sem að ósértæk binding getur átt sér stað. Þessu takmarki er 

yfirleitt náð með því að nota DNA polymerasa sem er óvirkur þar til 

hærri hitastigum er náð (PCRLinks.com, 2008).  

Touchdown 

Touchdown er enn önnur útfærslan á hefðbundnu PCR 

aðferðinni. Markmiðið er það sama og með Hot start aðferðinni, þ.e. að 

minnka mögnun ósértækra afurða, en þó á annan máta. PCR hvarfið 

byrjar þá við örlítið hærra hitastig en kjörhitastig (e. annealing 

temperature) prímeranna segir til um. Annealing hitastigið er svo 

lækkað um eina gráðu í hverjum hring eða á hverri sekúndu þar til að 

kjörhitastigi er náð. Það hitastig er svo notað það sem eftir lifir hvarfs 

og gefur því betri mögnun þeirra gena sem óskað er eftir 

(PCRLinks.com, 2008).  

Eftir sem áður fengust ekki jákvæðar niðurstöður með þessum 

aðferðum. 
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4 Umræður 

Áður en þau gen sem mögnuð voru upp og ætlunin var að 

skoða, voru „housekeeping“ gen mögnuð upp með GAPDH prímerum. 

Styrkur allra sýnanna mES fruma var svo gerður sá sami þegar í ljós 

kom hversu góð tjáning var í öllum sýnum mES fruma, bæði fyrir 

ósérhæfðar og sérhæfðar frumur. Margt annað kemur þó til sem getur 

haft áhrif á hversu vel heppnast til með PCR hvörfin. Hvarfefnin sem 

notuð eru í mastermix blönduna mega ekki vera orðin of gömul, þau 

verða að vera í réttum styrk og magni. Stilling PCR tækis getur skipt 

sköpum hversu góð mögnun gena fæst. Þar kemur til að „annealing“ 

hitastigið getur oft verið erfitt að finna, sérstaklega ef bilið milli 

„forward“ og „reverse“ prímera er breitt. Reynt var að hafa stillingar 

tækisins þannig að hitastigið væri nokkurn veginn mitt á milli prímera 

en þó nær lægra hitastiginu en því hærra. Ef ekki tekst að fara rétta 

milliveginn geta afleiðingarnar verið þær að báðir eða annar prímerinn 

binst ekki við cDNA og þá verður engin mögnun afurða þess tiltekna 

gens. Annað sem getur haft áhrif á mögnun afurða er hversu marga 

hringi hvarfið er látið ganga. Ef valinn er of stuttur tími þá verður 

mögnun afurðanna lítil og léleg, jafnvel fást engar niðurstöður.  

Þegar niðurstöður þeirra gena ósérhæfðra mES fruma eru 

skoðaðar sem sýndu einhverja tjáningu kemur í ljós að Nanog genið er 

mismikið tjáð. Eins og búast mátti við er Nanog tjáning ekki sú sama 

þegar mES frumur eru örvaðar með BMP hluta boðleiðarinnar og 

TGFβ hluta boðleiðarinnar þar sem bindlarnir virkja hvorki sömu 

viðtaka né Smad prótein. Há tjáning Nanog gensins er í mES frumum 

örvuðum með BMP4 en lág Nanog tjáning í BMP4+Noggin örvuðum 

mES frumum. Ætla má að Noggin hafi þar hamlandi áhrif á BMP4 

boðleiðina sem veldur því að tjáning Nanog gensins er í lágmárki. Út 

frá þessum niðurstöðum er hægt að álykta að BMP haldi frumunum 

ósérhæfðum þar sem tjáning Nanog er há í BMP örvuðum mES 

frumum. Þegar BMP boðleiðin er svo hindruð með Noggin er Nanog 

tjáning lág, nánast engin, sem bendir enn frekar til að BMP haldi mES 
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frumum ósérhæfðum. Það kemur þó á óvart að Nanog tjáning er til 

staðar í Noggin örvuðum mES frumum þar sem BMP boðleiðin ætti 

alls ekki að vera virkjuð. TGFβ örvaðar mES frumur sýna lága tjáningu 

Nanog gensins, þær frumur sem örvaðar voru með A5Ki sýna háa 

tjáningu gensins og sömuleiðis TGFβ+A5Ki örvaðar mES frumur. Því 

er hægt að álykta sem svo að TGFβ boðleiðin losi mES frumurnar úr 

sjálfendurnýjun og aðstoði þær yfir þröskuldinn í átt að sérhæfingu. 

Þegar TGFβ boðleiðin er hindruð með A5Ki þá haldast mES frumurnar 

ósérhæfðar og tjáning Nanog gensins er há. 

Viðtakagenin, (TGFβRII, BMPRII og ActRII) sem skoðuð voru 

fyrir ósérhæfar mES frumur sýndu öll nokkuð jafna tjáningu í öllum 

sýnum. Þessar niðurstöður benda eindregið til þess að allir þessir týpu 

II viðtakar eru til staðar í ósérhæfðum frumum.  

Í sérhæfðum frumum var ANF genið magnað upp til að athuga 

hvenær tjáning þess kemur fram sem bendir til sérhæfingar mES fruma 

í hjartavöðvafrumur. Í EB-frumukúlum var engin tjáning ANF gensins 

sem kemur heim og saman við það að genið er tjáð seint í þroskun 

hjartavöðvafruma. Þegar komið er lengra fram í sérhæfingu, 

frumuflóka, þá er mun meiri ANF tjáning komin fram. Mesta tjáningin 

ANF gensins á sér stað í TGFβ örvuðum mES frumum og þá 

sérstaklega í sláandi svæðum sem höfðu myndast úr TGFβ örvuðum 

mES frumum. Þegar TGFβ boðleiðin er hindruð með A5Ki er tjáning 

ANF gensins afar lág. Þegar mES frumurnar eru örvaðar með 

TGFβ+A5Ki þá er hægt að sjá að TGFβ virðist stuðla að sérhæfingu 

mES fruma í hjartavöðvafrumur eins og kom einmitt í ljós þegar 

sláandi svæði voru talin í smásjá. Ef litið er aftur á hvernig tjáning 

Nanog gensins var í ósérhæfðum mES frumum, sést að þessu er einmitt 

öfugt farið. Þar er tjáning Nanog gensins, sem er einkenni fjölhæfi, 

með TGFβ örvuðum mES frumum afar lág. BMP4 örvaðar mES 

frumur sýna enga tjáningu ANF gensins í frumuflókum en mikla 

tjáningu Nanog gensins í ósérhæfðum mES frumum og ýtir enn frekar 

stoðum undir að BMP4 kemur að því að halda mES frumum 

ósérhæfðum.  



Háskólinn á Akureyri  Svala H. Magnús 

40 

Til að athuga á hvaða stigum sérhæfingar PECAM-1 genið 

(æðaþelsmarker) er tjáð voru bæði EB-frumukúlur og frumuflókar 

skoðaðir. PECAM-1 genið var hvorki tjáð í EB-frumukúlum né 

frumuflókum þegar mES frumrnar voru örvaðar með BMP4 

vaxtarþættinum. Þetta staðfestir enn frekar að BMP4 kemur að fjölhæfi 

fruma en ekki sérhæfingu þeirra. TGFβ örvaðar mES frumur sýndu 

nánast enga tjáningu á PECAM-1 geninu strax á forstigi 

sérhæfingarinnar en góða tjáningu í endanlegri sérhæfingu. Því má ætla 

sem svo að TGFβ vaxtarþátturinn beini mES frumum fyrst og fremst í 

sláandi hjartavöðvafrumur þótt þær hamli ekki mES frumur til að 

sérhæfast í æðaþelsfrumur að lokum. Þegar lokað er fyrir TGFβ og 

BMP4 boðleiðirnar er aftur á móti hægt að sjá tjáningu PECAM-1 

gensins. Þegar frumurnar eru örvaðar með A5Ki er tjáning á PECAM-1 

geninu strax í EB-frumukúlum en Noggin örvaðar mES frumur sýna 

ekki tjáningu á PECAM-1 geninu fyrr en í frumuflókum. Af þessu er 

hægt að álykta sem svo að hindrarnir ýti undir sérhæfingu mES fruma í 

æðaþelsfrumur með því að hindra TGFβ og BMP boðleiðirnar. Ef 

skoðaðar eru mES frumurnar sem ekki voru örvaðar með neinum 

vaxtarþáttum, sést að engin tjáning er á PECAM-1 geninu í EB-

frumukúlum, en tjáningin gensins er góð í frumuflókum. Af þessu má 

því ætla að mES frumurnar hefðu á endanum leitað í 

æðaþelssérhæfingu, hvort sem er með eða án vaxtarþátta.  

Þó nokkuð fleiri gen voru prófuð en því miður fengust engar 

niðurstöður úr þeim athugunum. Margar ástæður geta legið að baki, en 

þegar búið var að útiloka þó nokkra möguleika, til að mynda ónýt 

hvarfefni og þegar búið var að reyna mögnun með öðrum PCR 

aðferðum, þá var komist að þeirri niðurstöðu að erfðaefnið væri að 

öllum líkindum ónýtt.  

Samkvæmt þessum niðurstöðum er greinilegt er að BMP4 

vaxtarþátturinn heldur mES frumum ósérhæfðum en TGFβ örvaðar 

frumur sérhæfast í hjartavöðvafrumur. Út frá þeim niðurstöðum sem 

fengust tel ég að rannsóknarspurningunum sé svarað, vaxtarþættir 

TGFβ stórfjölskyldunnar geta bæði haldið mES frumum ósérhæfðum 

og örvað þær til að sérhæfast í hjartavöðvafrumur. 
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1 júní 2007 – 27 júlí 2007 Framkvæmd rannsóknar við lífefna- 

og sameindalíffræðistofu 

læknadeildar Háskóla Íslands. 

Heimildaöflun fór fram á þessum 

tíma og uppsetning ritgerðar. 

Ágúst – september 2007 Unnið að fræðilegum hluta. 

Janúar 2008 Unnið að efnum og aðferðum. 

Febrúar 2008 Haldið var áfram með efni og 

aðferðir og fyrstu drögum skilað til 

leiðbeinanda, og haldið var áfram 

með fræðilegan hluta.  

Mars 2008 Efni og aðferðir kafli var kláraður 

eftir lagfæringar og ábendingar 

leiðbeinanda. Fræðilegur hluti 

kláraðist og drögum skilað til 

leiðbeinanda.  

Apríl 2008 Fræðilegur hluti var kláraður í 

byrjun apríl eftir yfirlestur 

leiðbeinanda. Unnið var að 

niðurstöðum og umræðum næstu 

vikur.  

Apríl 2008 Niðurstöðum og umræðum breytt í 

samræmi við ábendingar 

leiðbeinanda og lokahönd lögð á 

verkefnið fyrir skil. 

 


