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Agrip
Hvitblaedi er illkynja sjukdémur i blédmyndandi frumum likamans sem einkennist af offjélgun hvitra
blédkorna i beinmerg af mismunandi proskastigum eftir tegund hvitbleedis. lllkynja frumur hvitbleedis
eru ymist af mergfrumu eda eitilfrumu uppruna og getur krabbameinid annad hvort verid bratt eda

langvinnt. Medferdarirraedum er abétavant einkum fyrir fullordna einstaklinga med brada hvitblaedi par

sem adeins 30 — 50% sjuklinga laeknast.

Efnatogviotakinn CXCR4 og bindill hans CXCL12 gegna mikilvaegu hlutverki i nymyndun og
vidhaldi blédfruma. Vid bindingu CXCR4 vid CXCL12 feerast O6proskadar frumur i naerumhverfi
beinmergsins par sem paer fa ad vaxa i fridi. | sjukdomsastandi eins og hvitblaedi gefur pessi binding
illkynja frumum vernd fra frumudrepandi krabbameinslyfjum. Plerixafor er fyrsta lyfid sem hindrar
bindingu CXCL12 vid CXCR4 sem sampykkt var & markadnum. | fyrstu var lyfid notad i medferd gegn
HIV en i dag er lyfid adallega notad fyrir stofnfrumusofnun en lyfid ytir stofnfrumum Ur beinmergnum
og ut i bloéorasina par sem peim er safnad. Nyjustu notkunarmoéguleikar lyfsins eru ad losa
hvitbleedisfrumur Ur neerumhverfi beinmergsins Gt i blédrasina par sem krabbameinslyf na til peirra og

drepa.

Markmid pessarar rannséknar var ad skoda hvada ahrif efnatoghemillinn Plerixafor hefur a
hvitbleedisfrumur med pvi ad skoda samspil lyfsins vid dnnur krabbameinslyf, athuga hvort lyfid auki
styrdan frumudauda, athuga hvort pad hafi ahrif a atproskun AML fruma og skoda ahrif pess a
frumuskrid AML fruma ad CXCL12.

I forrannsékn verkefnisins var hannad frumureektunarmodel sem nytist vel til lyfjansemisprofs i
AML. Styrdur frumudaudi var maeldur med fluorlitunum Annexin V FITC og Propidium iodide (PI) i
frumuflaedisja. Til ad rannsaka Utproskun fruma var sett upp koéléniureektun og auk pess sem litad var
med moétefnalitum fyrir sameindum sem einkenna proskadar frumur. Frumuskridstilraun var sett upp i

hefébundnum frumuskridsbokkum.

Rannsoéknin synir fram &4 ad heegt sé ad skoda ahrif mismunandi styrkleika krabbameinslyfja &
hvitbleedisfrumur sjuklinga i frumuraektunarmédeli og meta neemi illkynja fruma gegn
krabbameinslyfjum. Rannséknin synir fram & tilhneigingu Plerixafor til ad auka frumudauda meod
pekktum krabbameinslyfjum i frumuraektunarmaédelinu en ahrif Plerixafor til ad auka frumudauda eru
skyr i koléniureektunum. Ekki er synt fram a ad Plerixafor auki Gtproskun fruma i kéléoniuraektun né
med breytingum a tjaningu yfirbordssameinda. Synt er fram a haefni Plerixafor til ad hindra frumuskrid i
att ad CXCL12.

Nidurstddurnar gefa pvi visbendingu um frumudrepandi ahrif Plerixafor & hvitblaedisfrumur til
viobétar vid tilfeerslu peirra Gt i blédrasina en rannsoknir eiga eftir ad leida i ljos hvort medferd med
Plerixafor samhlida hefdbundinni krabbameinslyfjamedferd muni baeta medferdararangur i brdda
hvitblaedi.






Abstract

Leukemia is a malignant disease of the hematopoietic stem cells, characterized by overgrowth of
white blood cells in the bone marrow of a different stage maturation. Malignant cells are either of
myeloid or lymphoid origin and the leukemia can be either acute or chronic. Treatment results are still

insufficient, especially for adults with acute leukemia in which only 30-50 % of patients are cured.

The chemokine receptor CXCR4 and its ligand CXCL12 play an important role in the proliferation
and maintenance of blood cells. When CXCL12 binds to CXCR4 it causes chemotaxis of immature
blood cells to the bone marrow microenvironment, where they have peace to grow. In leukemia, this
interaction causes chemotaxis of malignant cells to the bone marrow microenviroment where they are
protected from chemotherapy. Plerixafor is the first drug aproved by the Food and Drug administration,
which inhibits the binding of CXCL12 and CXCR4. At first, the drug was used in treatment of HIV, but
today the drug is mainly used for stem cell mobilization in lymphoma and myeloma as it causes the
stem cells to leave the bone marrow and go into the bloodstream where the cells are collected. The
latest ideas for the drug is to mobilize the leukemia cells from the bone marrow microenviroment into

the bloodstream where chemotherapeutic agents can reach them and induce apoptosis.

The aim of this study was to examine the effects of the chemotaxis inhibitor Plerixafor on leukemia
cells by examining the interaction of the drug with other chemotherapeutic agents, investigate if the
drug increases apoptosis, to see if it increases maturation of AML cells and see what effects it has on
chemotaxis of AML cells to CXCL12 .

In the pilot study we designed a cell culture model that is useful to test drug sensitivity and the
effects of Plerixafor on AML cells. Apoptosis was measured by Annexin V FITC and Propidium iodide
(Pl) by flow cytometry. Colony forming assay was used to determine increased maturation of AML
cells and in addition maturation was examined by flow cytometry. For the chemotaxis studies we used

conventional chemotaxis wells.

The study demonstrates that it is possible to examine the effect of different concentrations of
chemotherapeutic agents in leukemia cells of patients with the cell culture model and evaluate the
sensitivity of malignant cells against chemotherapy. The study demonstrates that Plerixafor can
potentially increase cell death with known chemotherapeutic agents in the cell culture model, but the
ability of Plerixafor to induce cell death in colony forming assays was confirmed. Plerixafor did not
increase maturation of AML cells in colony forming assays nor by changes in expression of surface

molecules. The study did demonstrate the ability of Plerixafor to inhibit chemotaxis towards CXCL12.

The results of this study give an indication of incresed cell death with Plerixafor in addition to the
known effect on leukemia cell mobilization. Future studies will have to show if Plerixafor combined with

conventional chemotherapy will improve outcome in acute myelogenous leukemia.
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Listi yfir skammstafanir

ALL Acute lymphoblastic leukemia
AML Acute myeloid leukemia

APC Allophycocyanin

BFU-E Burst-forming unit - Erythroid
CD Cluster of differentiation

CFU Colony-forming unit

CFU-E Colony-forming unit - Erythroid

CFU-GEMM  Colony-forming unit - Granulocyte, erythrocyte, macrophage, megakaryocyte

CFU-GM Colony-forming unit - Granulocyte/Macrophage
CLL Chronic lymphocytic leukemia

CML Chronic myeloid leukemia

CXCL12 Chemokine (C-X-C motif) ligand 12

CXCR4 Chemokine (C-X-C motif) receptor 4

DPBS Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline

EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid

EPO Erythropoietin

FAB French-American-British

FBS Fetal bovine serum

FDA Food and Drug Administration

FISH Fluorescent in situ hybridization

FITC Fluorescein isothiocyanate

FSC Forward scattered

G-CSF Granulocyte colony stimulating factor

GM-CSF Granulocyte-macrophage colony stimulating factor
GPCR G-protein-coupled cell surface receptors

HIV Human immunodeficiency virus

HLDA9 The 9th International Conference on Human Leukocyte Differentiation Antigens
HTLV-1 Human T-lymphotropic virus type 1

IMDM Iscove's Modified Dulbecco's Medium

PCR Polymerase chain reaction

PE Phycoerythrin

PerCP Peridinin-chlorophyll-protein

PVSG Polycythemia Vera Study Group

11



RPMI
SDF-1
SSC
TdT
WHO

Roswell Park Memorial Institute
Stromal-derived-factor-1

Side scattered

Terminal deoxynucleotidyl transferase

World Health Organization
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1 Inngangur

1.1 Hvitbleedi

Hvitblaedi er illkynja sjukdémur i blédmyndandi frumum likamans sem einkennist af offjélgun hvitra
blédkorna i beinmerg af mismunandi proskastigi eftir tegund hvitblaedis. Pessar illkynja frumur geta
fundist i blodi sjuklinga og einnig safnast fyrir i milta, lifur og eitlum (Harmening, 2009).

Hvitblaedi er skilgreint Gt fra frumutegundum i tvo meginflokka, pad er mergfrumuhvitblaedi og
eitifrumuhvitblaedi. Badum flokkunum er skipt nidur i brada eda langvinnt hvitbleedi Gt fra proskastigi
frumanna og pannig er um ad raeda fjéra adalflokka hvitbleedis: brada mergfrumuhvitblaedi (acute
myelogenous leukemia, AML), langvinnt mergfrumuhvitbleedi (chronic myelogenous leukemia, CML),
brada eitilfrumuhvitblaedi (acute lymphoblastic leukemia, ALL) og langvinnt eitilfrumuhvitbleedi (chronic

lymphocytic leukemia, CLL) (Harmening, 2009).

1.1.1 Bréda hvitblaedi

Brada hvitbleedi einkennist af oproskudum hvitbleedisfrumum sem eru oft Kkalladir blastar.
Sjukdémsmyndunin er brad og ef sjukdémurinn er latinn Gareittur getur hann dregid sjukling til dauda
innan sex manada. Beinmergsbhilun er mun algengari i byrjun brada hvitbleedis heldur en i langvinnu
hvitbleedi og veldur oft blodleysi og faekkun a blésflogum. Magn hvitra bléokorna i blédi i brada
hvitbleedi getur verid mismunandi, gildin geta verid heekkud, edlileg eda jafnvel leekkud. Sé um
haekkun ad reeda fylgir pvi oftast aukning & bléstum i blédi. Algengustu einkenni brada hvitbleedis eru
afleidingar beinmergsbilunar en pau eru préttleysi, afbrigdilegar blaedingar, hiti og sykingar.
Rannsoknir & blédhag og blodstroki geta gefid mikilveegar visbendingar um bradda hvitbleedi en
beinmergssyni eru tekin til frekari rannsékna (Harmening, 2009).

Alpj6daheilbrigdismalastofnunin  (WHO) é&samt fjdlda sérfreedinga hof vinnu vid nyja flokkun
blodsjukdoma &rid 1995 (Harris o.fl., 1999). pbessi flokkun er endurskodud reglulega par sem 6flug
rannsoknarvinna leidir sifellt eitthvad nytsamlegt i ljés vardandi greiningu og medferd sjiklinga. | dag
er studst vid fjordu Gtgafu sem var gefin Gt arid 2008. WHO flokkunin byggir a dutliti fruma,
frumuliffraedi, 6neemisfreedilegum eiginleikum, erféum og kliniskum einkennum (Vardiman o.fl., 2009).
Flokkun WHO leggur meiri aherslu a erfdabreytileika en fyrri flokkanir hofou gert. Vid greiningu
erfoagalla eru notadar ymsar sameindaerfdafraedilegar rannsoknir eins og stadbundin pattapérun med
flaorskimun (fluorescent in situ hybridization, FISH) og kjarnsyrumdgnun (polymerase chain reaction,
PCR). Samkvaemt skilgreiningu WHO er midad vid ad blastar i beinmerg séu = 20% af mergfrumum
en i French-American-British (FAB) flokkunarkerfinu, sem er eldra blédsjukdémaflokkunarkerfi, er
midad vid 30% (Vardiman o.fl., 2002). begar greining a brada hvitblaedi er stadfest parf ad greina
frumugerd blastanna til ad flokka hvitbleedido sem AML eda ALL. Bl6d og beinmergssyni er skodad i
smasja og er reynt ad greina a milli AML eda ALL blasta en til ad stadfesta greininguna eru gerdar
vefjalitanir auk pess ad lita frumurnar med sértaeekum moétefnalitum og meela i frumuflaedisja (Sachdeva
o.fl., 2006).

Medferd gegn brdda hvitblaedi er flokin og erfid krabbameinslyfjamedferd. Medferdin midar ad pvi

ad uppreeta hvitbleedisfrumurnar, koma aftur af stad edlilegri bl6dmyndun og koma i veg fyrir
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endurkomu sjukdoms. Medferdin skiptist i prji stig sem eru innleidslumedferd (induction),
framhaldsmedferd (consolidation) og vidhaldsmedferd (Kolitz, 2006). Innleidslumedferdin er margpeett
fiollyfjameoferd og markmidid er ad na fram fullkomnu sjukdémshléi, uppraeta hvitblaedisfrumurnar i
mergnum en hversu vel pad gengur gefur gdda visbendingu um leekningu a sjukdémnum.
Innleidslumedferdin er mjog erfid og tekur um einn manud (Nagayama o.fl., 2006). Ef sjaklingurinn
kemst i sjiukdémshlé tekur vid framhaldsmedferd en hin fer eftir pvi hvada tegund hvitblaedis er um ad
reeda og a pessi medferd ad fjarleegja paer krabbameinsfrumur sem eftir eru i likamanum. Timalengd
medferdar fer einkum eftir pvi hvort um er ad reeda mergfrumu- eda eitilfrumuhvitbleedi.
Vidhaldsmedferd er fyrst og fremst beitt i brada eitilfrumuhvitblaedi og tekur han allt ad tvd ar (Ribera
o.fl., 2007).

Medferd hvitbleedis hefur farid mikid fram sidustu 20 ar en enn er skortur & g6oum
medferdardrreedum. Einungis um 1/3 fullordinna leeknast en horfur eru betri hja bérnum og ungu folki
med brada eitilfrumuhvitbleedi par sem allt ad 80% geta laeknast med haskammta lyfjamedferdum
(Zhu o.fl., 2010).

1.1.1.1 Brada mergfrumuhvitblaedi (AML)

Brada mergfrumuhvitbleedi er misleitur sjokdémur sem sameinar hoép illkynja sjukdéma sem
einkennast af aukningu a einstofna blédmyndandi forverafrumum af mergfrumu- og/eda méndcyta
(einkirninga) uppruna sem eru fastar & akvednu proskastigi (Ortolani, 2011). AML blastar eru storir
eda um 15-20 ym i pvermal med hoéflegu umfrymi sem er oft korn6tt. Litningarnir i kjarnanum lata
asjon hans vera finkornétta og stundum sjast fleiri en eitt kjarnakorn (Harmening, 2009). bad sem
einkennir AML blasta eru Auer stafir, en peir eru til stadar i umfryminu i 60-70% tilfella, og
myeloperoxidase (MPO) sem er ensim sem finnst m.a. i leysikornum i grantlum granulécyta
(Hasserjian, 2013).

Greining & AML krefst nakveemrar talningar & bléstum en telja parf 500 frumur Gr beinmergssyni (i
sumum tilfellum er p6 sjukdomsmyndin augljés t.d. pegar blastar eru um 90% allra fruma) og ad
minnsta kosti 200 hvit blédkorn ar blédsyni til ad fa rétt hlutfall blasta en flokkun WHO midar ad pvi ad
peir séu a.m.k. 20%. Gullstadallinn vid pessa talningu er ad telja frumur Gr beinmergssogi sem hefur
verid strokid & gler. Haegt er ad fara adrar leidir eins og ad telja frumurnar (r beinmergsvefjasyni eda
meta prosentu blasta ar frumufleedisgreiningu (Hasserjian, 2013). Til ad greina 6naemisfraedilega
svipgerd AML fruma er litad med fliormerktum motefnum og greint i frumuflaedisja (Dohner o.fl., 2010)
en nanar er fjallad um meelingar med frumuflaedisja i kafla 1.5.1.

Buio er ao finna fjdlda stokkbreytinga og fravik i erfdaefni AML sjuklinga sem veldur fjdlgun
einstofna fruma. Einnig eru gallar i frumuhring AML fruma a bord vid ferli sem nema DNA skemmdir og
gera vid peer. betta veldur pvi ad frumur med skemmt DNA halda afram ad skipta sér (Schnerch o.fl.,
2012). Deemi um algenga stokkbreytingu i AML er stokkbreyting & FMS-like tyrosine kinase 3 (FIt3)
vidtakanum en han finnst i um 20 - 25% sjuklinga (Kuchenbauer o.fl.,, 2005). Flt3 stokkbreytingin
veldur pvi ad vidtakinn virkjast an utanadkomandi areitis og virkjast pa innanfrumuferlar & bord vio
AKT ferlid (nanar i kafla 1.2) og MAP kinasa ferlid, sem veldur aukinni tjAningu a aexlishvetjandi
pattum & bord vid umritunarpattinn c-Myc og frumur fara pvi of snemma i S-fasa (Schnerch o.l.,

2012). Synt hefur verid fram a verri horfur sjuklinga sem eru med Flt3 stokkbreytinguna en haegt er ad
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lita fyrir stokkbreytingunni med fliormerktu moétefni gegn CD135. Verri batahorfur fylgja yfirtjaningu a
CD135 sameindinni (Mehta o.fl., 2012).

Samkveemt Krabbameinsfélagi Bandarikjanna (American cancer society) er brada
mergfrumuhvitblaedi (AML) algengast i fullordnum eintaklingum og er éalgengt ad sjukdémurinn
greinist i folki undir fertugu. Medalaldur AML sjuklinga er 67 ar og virdist vera adeins algengara hja
korlum heldur en konum. Ahzetta karla ad fa sjukdéminn er 1:232 en hja konum er ahaettan 1:278
(American cancer society, 2013b).

FAB flokkunin skiptir AML i eftirfarandi hopa:

MO einkennist af mjog frumstaedum bléstum en pessi flokkur samsvarar 5% allra tilfella af AML

M1 par sem hlutfall blasta er meira en 90% af myeloid frumum. Er til stadar i 15% tilfella

M2 blastar feerri en 90% myeloid fruma og fleiri en 10% proskadri forstig, er til stadar i 25%
tilfella sem gerir petta algengasta undirflokkinn

M3 samanstendur af aukningu a promyelocytum. pessi flokkur & sér undirflokkinn M3m sem
samanstendur af promyelocytum med micrograntlum. Samtals er pessi flokkur 10% tilfella
af AML

M4 er myelomonocytic leukemia og inniheldur undirflokkinn M4Eo sem einkennist af myelo- og
monobldstum med beinmergs eosinophiliu. Pessi flokkur er um 20% tilfella

M5 einkennist af monoblostum, pessi flokkur a vié i 10% tilfella
M6 einkennist af forstigum raudra blédkorna og mergmisproskun, & vio i um 5% tilfella

M7 einkennist af megakaryobléstum og mergfibrosu en pessi flokkur a vid i 5% tilfella
(Harmening, 2009).

Erfitt er ad spa fyrir um liffreedilega hegdun AML einungis med flokkun eftir gerd frumanna en par
kemur flokkunarkerfi WHO vel ad notum. WHO flokkunarkerfid byggir & sameindafreedilegum og
erfoafreedilegum eiginleikum krabbameinsfrumanna en FAB flokkunin feer p6 ad halda i flokknum

Oskilgreint AML. WHO flokkunarkerfid samanstendur af eftirfarandi flokkum:

1. AML med endurteknum Gedlilegum litningabreytingum

2. AML med mergmisproska tengdum breytingum

3. AML med mergmisproskun tengt undanfarandi medéferd

4. AML ekki flokkad annars stadar

5. AML sarkmein (myeloid sarcoma)

6. AML af vdldum Downs heilkennis

7. AML af plasmafrumu / angafrumu uppruna (Blastic plasmacytoid dendritic cell neoplasm)

8. AML af épekktum uppruna (Vardiman o.fl., 2009)
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Pad eru margir peettir sem taka parf tillit til vardandi batahorfur sjiklinga t.d. undirflokkur AML,
erfda- og frumufraedilegir peettir og haekkandi aldur er einn af 6hagsteedustu forsparspattunum. Adrir
paettir sem hafa ahrif & batahorfur eru ha gildi hvitra blédkorna i blédi, saga um fyrri mergmisproskun
og fyrri krabbameinsmedferdir. Litningabreytingar (karyotype) hvitbleedisfruma er einn af mikilvaegustu
forsparspattum vardandi svorun vid innleidslumedferd og lifun. Daemi um petta eru fléknar
litningabreytngar sem finnast hja 10 — 12% sjuklinga og hafa verid tengdar lélegri svérun vid medferd.
Ungt folk er oft flokkad i prja dhaettuhdpa Ut fra litningabreytingum sem nefnast hagsteedur (good risk),
millistig (intermediate) og 6hagsteedur (poor risk). Eldri sjuklingar falla ekki eins vel innan pessarar
flokkunar, eldri sjuklingar geta flokkast med hagsteeda svipgerd en aldurinn hefur pad mikil ahrif ad

peir hafa samt sem adur sleemar batahorfur (Dohner o.fl., 2010).

1.1.1.1.1 Medferd og eftirfylgni AML sjuklinga

Medferd gegn AML er sifellt meira midud vid svipgerd sjukdéms hja hverjum sjiklingi fyrir sig og stydur
pad mikilveegi WHO flokkunarinnar med tilliti til sameinda- og erfdafreedilegra eiginleika (Hasserjian,
2013).

Stddlud innleidslumedferd fyrir sjuklinga & aldrinum 18 til 60 ara er prir dagar af anthracycline
lyfjum & bord vid Idarubicin eda Daunorubicin og fimm dagar af haskammta Cytarabine medferd. Med
pessari stodludu adferd komast 60 — 80% yngri sjuklinga i fullkomid sjukdémshlé og er enginn énnur
gerd medferdar sem gefur betri nidurstdour. Reynt hefur verid ad auka svorun sjuklinga med pvi ad
nota fleiri frumudrepandi lyf, t.d. Fludarabine en pad hefur ekki gefid betri nidurstddour (Dohner o.fl.,
2010).

Sjuklingar eldri en 60 ara eru liklegri til ad vera 6naemir fyrir lyffamedferd og peir deyja frekar vegna
medferdar en yngri sjuklingar. bratt fyrir pad er stédlud innleidslumedferd peirra svipud og hja yngri
sjuklingum, priggja daga anthracycline lyflamedferd og fimm daga Cytarabine medferd, en i sumum
tilfellum er laegri skammtasteerd notud en pad er einstaklingsbundid. Med pessari medferd fara 50%
sjuklinga i sjukdémshlé en 15% sjuklinga deyja af véldum medferdarinnar. Ekki eru allir eldri sjuklingar
sem geta farid i pessa haskammta innleidslumedferd og minnkar pad batahorfur enn meira. Ad
medaltali komast feerri en 30% eldri sjuklinga i fullkomid sjukdémshlé en feerri en 5% leeknast alveg
(Dohner o.fl., 2010).

Framhaldsmedferd er mjog einstaklingsbundin og midast mikid vid svipgerd illkynja fruma og
tegundir stokkbreytinga sem sjuklingar bera. Hja yngri sjiklingah6pnum er oftast notast vid
hadskammta lyfiamedferd og i sumum tilfellum fara sjuklingar i beinmergsskipti ad henni lokinni.
Sjuklingar eldri en 65 ara fara hins vegar yfirleitt ekki i mergskipti (Dohner o.fl., 2010).

Rannséknum sem eetlad er ad studla ad betri horfum AML sjuklinga i dag beinast mikid ad
sameindafraedilegum pattum. bPar méa helst nefna hemla sem hindra virkni vidtaka & yfirbordi AML
fruma en petta er t.d. Gemtuzumab ozogamicin sem bindst CD33 vidtakanum en vid pad eykst styréur
frumudaudi, ymsir FIt3 hemlar sem auka svérun AML fruma vid lyffamedferd (Dohner o.fl., 2010) og
Plerixafor sem hindrar bindingu vidtakans CXCR4 sem er til rannsoknar i pessu verkefni.

Vaxtarpaettirnir, Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) og Granulocyte

colony-stimulating factor (G-CSF), hafa mikid verid rannsakadir og synt hefur verid fram a ad peir auki
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frumudrepandi ahrif lyfamedferda (Estey, 2001). Synt hefur verid fram a4 ad med pvi ad gefa
sjuklingum G-CSF a undan lyfjamedferd aukist lifun peirra sem leeknast af sjakdémnum og heildarlifun
sjuklinga sem flokkast i millistigs ahaettuh6pinn eykst einnig (Lowenberg o.fl., 2003). Einnig hefur verid
synt fram a ad med pvi ad gefa sjuklingum GM-CSF a undan lyfjamedferd aukist likur a sjukdémshléi
og lifun an endurkomu sjukdéms (Thomas o.fl., 2007). Rannséknir & pvi ad gefa vaxtarpaetti fyrir
lyflamedferd eru enn & rannséknarstigi og er ekki komid inn i hefébundna medferd (Dohner o.fl.,
2010). Einnig hefur verid synt fram & ad gjof & G-CSF minnkar tjaningu & CXCR4 & mergfrumum og
getur pannig studlad ad tilfaerslu peirra ir mergnum og Ut i blodrasina (H. K. Kim o.fl., 2006).

Akvednar reglur gilda um eftirfylgni sjuklinga og meelingar & ahriftum medferda. Mat & svorun
sjuklinga vio lyfjameoferd er gerd & timabilinu 21 — 28 dégum eftir ad medferd hofst. Vio eftirfylgni
sjuklinga er fylgst med blédhag a eins til priggja manada fresti fyrstu tvd arin en sidan a priggja til sex

manada fresti i allt ad fimm ar fra medferd (Dohner o.fl., 2010).

1.1.1.2 Brada eitilfrumuhvitbleedi (ALL)
Brada eitilfrumuhvitbleedi (ALL) er algengara i bérnum en fullordnum og er dhaettan & ALL mest hja
bérnum undir fimm é&ra aldri. Ahaettan minnkar svo eftir 5 ara aldur en eftir fimmtugt fer ahaettan
haekkandi og er 1/3 ALL sjuklinga fullordnir einstaklingar. Ahaettan & pvi ad heilbrigdur einstaklingur fai
ALL er 1:800 og er aheettan heldur meiri hja kdrlum en konum, eins er aheettan meiri hja hvitum
kynstofni en hja svoértum. Lifslikur barna med ALL eru mun betri en hja fulloronum en astaedan fyrir pvi
er medal annars ad born pola betur likamlega erfidar medferdir (American cancer society, 2013a).
Munurinn felst einnig i olikri frumuerfdafreedi og svipgerd blastanna. Frumugerdin L1 er algengust i
bérnum en L2 frumugerdin er algengust i fulloronum auk pess ad Philadelphiulitningurinn er algengari
hja fullordnum med B frumu ALL en honum fylgja sleemar batahorfur (Morton o.fl., 2007).

Medferd barna med ALL er ein arangursmesta krabbameinsmedferd sem vol er 4 en 80 - 90%
sjuklinga laeknast en einungis 30 - 40% fullordinna ALL sjaklinga eru a lifi fimm arum eftir greiningu
(Toft o.fl., 2013).

1.1.2 Faraldsfraedi hvitblaedis & islandi

A islandi greinast um 1400 manns med krabbamein & ari hverju en pad er fijérféld aukning fra pvi ad
skréning hofst arid 1956. Asteeda pess er fjdlgun islendinga og pa sérstaklega eldri aldurshdpa en
einnig er aukin aheetta med breyttum lifstil. Samkveemt télum fra Krabbameinsskra voru ad medaltali
samsvarar 1% af dllum krabbameinum sem greindust & pessu timabili og var medalaldur vid greiningu
49 ara hja konum en 48 ara hja korlum. Langvinnt hvitbleedi greindist ad medaltali hja 11 kérlum og 5
konum & &runum 2006 til 2010. Medalaldur karla vid greiningu var 64 &ar og hja konum 69 Aar.
Langvinnt hvitblaedi samsvarar 1,5% af 6llum krabbameinum sem greindust & pessu timabili hja
korlum en u.p.b. 1% krabbameina hja konum. Nygengi brada hvitblaedis &4 pessu timabili var hja
korlum 4,2 af 100.000 og hja konum 3,1 af 100.000. Nygengi langvinns hvitbleedis a sama arabili var

hja korlum 4,9 af 100.000 en hja konum 1,9 af 100.000 (J6nasson o.fl., 2012).
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1.2 Efnatogvidtakinn CXCR4
bekktir eru 50 efnatogar og 20 efnatogvidtakar i manninum. Efnatogum og vidtékum peirra er skipt
upp i fiéra flokka CXC, CC, C og CX3C eftir pvi hvernig aminésyran cysteine radast i bindlinum en C
stendur fyrir cysteine og X/X3 stendur fyrir eina eda prjar aminésyrur sem eru ekki cysteine. Til ad
aogreina pessa flokkun néanar baetist vid L i endann (CXCL) ef um er ad reeda bindil og R (CXCR) ef
um er ad reeda viotaka. Aftast kemur tolustafur sem er einkennandi fyrir hvern vidtaka eda bindil
(CXCL12 eda CXCR4) (Allen o.fl., 2007). Efnatogvidtaki 4 (CXCR4) er G prétein paradur vidtaki sem
spannar frumuhimnuna sj6 sinnum. CXCR4 gengur undir ymsum néfnum til deemis Fusin og ber
Cluster of differentiation (CD) nimerid 184. CXCR4 pekkir og virkjast af efnatogbindli 12 (CXCL12)
sem er einnig pekktur undir nafninu stromal-derived-factor-1 (SDF-1). CXCL12 er 8kDa peptid sem
seytt er af uppistoduvef beinmergs, pegar CXCL12 bindst vidtaka sinum studlar pad ad frumuskridi til
markliffeeris sem er yfirleitt beinmergurinn (Debnath o.fl., 2013).

bPegar CXCR4 og CXCL12 tengjast virkjast ymis innanfrumuferli. bar & medal eru lifunarferlar eins
og MAP kinasa ferlid (nanar i kafla 1.1.1.1) og AKT ferlid. AKT ferlid spilar lykilhlutverk i lifun, med pvi
ad hindra styrdan frumudauda, og fjolgun illkynja fruma. Synt hefur verid fram a ad CXCL12 hindri
virkni BAD sem er frumudaudaprétein og ad tjaning & genum sem tengjast lifun fruma eykst i navist
CXCL12 (Teicher o.fl., 2010).

Pegar CXCL12 var fyrst lyst var hann tengdur vid voxt og proska forvera B fruma (Nagasawa o.fl.,
1994) en CXCL12 er lika mikilvaegur fyrir proskadar B frumur, sem nefnast plasmafrumur, en peer tja
CXCR4 sem dregur peer i beinmerginn og heldur peim par, par sem peer starfa. Adrar plasmafrumur
starfa i eitlum og par sem bdlga er til stadar (Tokoyoda o.fl., 2004). Fljétlega eftir uppgétvun CXCL12

var hann tengdur vid efnatog eitilfruma og mondécyta (Bleul o.fl., 1996).

Genid fyrir efnatogvidtakann CXCR4 er stadsett a litningi 2 og er 3389 basapor ad lengd og genid
fyrir efnatogbindilinn CXCL12 er stadsett a litningi 10 og er 8036 basapdr ad lengd. Rannsdéknir hafa
synt ad med pvi ad eyda pessum genum i misum myndast banvaen svipgerd sem einkennist af galla i
proskun B fruma og mergfruma auk éedlilegrar proskunar a taugum, hjarta- og aedakerfi sem stadfestir
hversu mikilveegt samspil CXCR4 og CXCL12 er fyrir proska ymissa vefja (J. A. Burger o.fl., 2006).

CXCR4 var fyrst uppgotvadur sem hjalparvidtaki pegar alneemisveiran (HIV) innlimast i eitilfrumur. |
einféldu mali pa innlimast HIV veiran i eitilfrumur med pvi ad tengjast yfirbordsvidtakanum CD4 og
hjalparvidtokunum CXCR4 eda CCR5 sem eitilfrumur tja. Vid pessa tengingu fara ymis ferli af stad
sem endar med syrustigshadum samruna veirunnar vid frumuhimnuna. Synt hefur verid fram 4 ad hja
sjuklingum smitudum af HIV og tja CXCR4 verdur mikil faekkun a4 T frumum sem tja CD4 og
sjukdémsmyndun er hradari (Debnath o.fl., 2013).

CXCRA4 er tjadur medal annars af eitilfrumum i blédrasinni, 6proskudéum T frumum, ménécytum, B
frumu forverum, plasmafrumum, CD34 jakveedum forverafrumum i beinmerg fullordinna, sléttum
vodvafrumum i sedaveggjum, taugum og pekjufrumum i sjonu litarefni, pérmum og lungnablédrum
(Balkwill, 2004). Binding CXCR4 vid CXCL12 tengist mérgum ferlum i likamanum, medal annars er
bindingin steersti patturinn i ratvisi blédmyndandi stofnfruma vid beinmerginn (Peled o.fl., 1999) og
tekur patt i frumufjolgun, lifun og vardveislu frumstaedra blédmyndandi stofnfruma (CD34 jakveedar) i

beinmergnum (Balkwill, 2004).
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Arid 1998 var i fyrsta skipti synt var fram & ad CXCR4

hefdi hlutverk i hvitblaedi. Synt var fram & ad illkynja blastar ‘»T‘fﬂ,_{,_..u"‘:: -
sem tja CD34, tjadu einnig CXCR4 og ad jakveed fylgni

veeri & milli flutninga fruma af véldum CXCL12 og péttleika 2 @ A
CXCR4 4 yfirbordi peirra (Mohle o.fl., 1998). Eins og fram ‘ e /8

kom i kafla 1.1.1.1 er algengt ad AML sjuklingar nai ekki (m?,ﬁ" Mo ’

[dngum sjukdémshléum og fai bakslag (relapse) sem
orsakast yfirleitt af pvi ad illkynja frumur eru ekki ad fullu
uppreettar i lyffamedferd og kallast pad minimal residual /—-\

N CXCR4 - expressing cancer cell

disease (MRD). Synt hefur verid fram & ad very late K‘»u.:‘/if

antigen (VLA)-4 spili lykilhlutverk i ad draga illkynja :a
hvitbleedisfrumur ad uppistddufrumum (stromal cells)

CXCL12 - expressing stromal cell

CXCR4 - expressing bone
marrow derived
progenitor cell

beinmergsins og ad CXCR4 og VLA-4 bod studla saman
ad oflugara skridi AML fruma undir uppistédufrumurnar par

sem peer eru vardar fr& frumudauda af voldum g i

blood vessels

krabbameinslyfja (J. A. Burger o.fl., 2006). Einnig hefur
M 1 il CXCR4 XCL12
verid synt fram a ad mikil tjaning 4 CXCR4 ynd S\z/airgsbp:incmecrgmr?gc c

hvitbleedisfrumum AML sjuklinga fylgi verri horfur (Spoo Myndin synir hvernig

o.fl, 2007). A mynd 1 ma sja hvar uppistédufrumur uppistodufrumur beinmergs tja
CXCL12 og draga illkynja blasta
sem tja CXCR4 i naerumhverfi
sem tja CXCR4 i neerumhverfi beinmergsins en par eru beinmergs.

beinmergsins sem tja CXCL12 hafa ladad illkynja blasta

blastarnir vardir fra krabbameinslyfjum.

Meelingar & CXCR4 hafa einnig hagnyt gildi i greiningu frumugerda i CLL en haegt er ad greina a
milli CLL fruma ar beinmerg og CLL fruma ar blédi. CLL frumur i skiptingu sem eru stadsettar i
beinmerg eda eitlum tja litid af CXCR4 midad vid CLL frumur i blodi sem eru ekki i skiptingu (Bennett
o.fl., 2007). Burger og félagar syndu fram a ad CXCR4 stjérnar hreyfingu CLL fruma yfir sedapel og yfir
eda undir frumur beinmergsins sem seyta CXCL12 (J. A. Burger o.fl., 1999). Burger og félagar
skodudu einnig ndnar samband CXCR4 vid CLL frumur og komust ad pvi ad CXCL12 dregur CXCR4
jakveedar frumur i neerumhverfi beinmergsins og ver peer fyrir krabbameinslyfjum, likt og gerist i AML
(J. A. Burger o.fl., 2000).

CXCR4 hefur verid tengt vid 23 tegundir krabbameina par sem hann eflir myndun meinvarpa,
adamyndun, voxt og lifun aexla (Wu o.fl., 2010). | smafrumu lungnakrabbameini er CXCR4 yfirtjadur
og veldur meinvarpsmyndun i beinmerg auk pess sem tjaning & CXCR4 er notad sem neikveett
forspérgildi um lifun sjiklinganna (M. Burger o.fl., 2003). Somu s6gu mA segja um
blodruhdlskrabbamein par sem CXCR4 spilar stort hlutverk i meinvarpsmyndun i beinmerg (Taichman
o.fl.,, 2002), auk pess ad tjaning & CXCR4 er nothaeft sem forspargildi um lifun sjiklinganna en peir
sem tjd& mikid af CXCR4 hafa verri lifun (Akashi o.fl., 2008). Meinvarpsmyndun i
eggjastokkakrabbameini af pekjufrumu uppruna er talin stjornast af sambandi CXCR4 og CXCL12
(Barbolina o.fl., 2010).
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Vel er pekkt ad CXCR4 er tjad af eexlisfrumum i brjéstakrabbameini. Hlutverk CXCR4 i
brjéstakrabbameini er ad efla sexlisvoxt, innras eexlisfruma i vefi og myndun meinvarpa i vefjum sem
tjd CXCL12, par a medal i beinum, lungum, eitlum og lifur. Muller og félagar hafa rannsakad efnatoga i
brjéstakrabbameini og skodudu hvada efnatogvidtakar veeru til stadar i edlilegum brjostvef og
hinsvegar i brjéstakrabbameinsfrumum. Nidurstédurnar syndu fram a prji mynstur p.e. akveonir
efnatogvidtakar voru tjadir i edlilegum brjéstvef en tjaning peirra var minni i eexlisfrumunum (CXCR2),
sumir efnatogvidtakar voru baedi tjadir i edlilegum brjéstvef og sexlisfrumum (CCR7) og ad lokum voru
pad efnatogvidtakar sem ekki voru tjadir i edlilegum brjostvef en voru tjadir af aexlisfrumunum og
tilheyrir CXCR4 peim hépi. Muller og félagar skodudu einnig ahrif efnatoga og komust ad pvi ad
CXCL12 er einn oflugasti efnatoginn i brjéstakrabbameini. Sidast en ekki sist skodudu peir ahrif
efnatoghemla & bindingu CXCR4 vid CXCL12 og minnkadi myndun meinvarpa i misum til muna vid
gjof efnatoghemla (Muller o.fl., 2001).

pad er ekki eingéngu i krabbameinum par sem CXCR4 vidtakinn hefur hlutverki ad gegna. I lidagigt
stjornar CXCR4 vidtakinn frumuskridi T fruma i lidi (De Klerck o.fl., 2005). WHIM (Warts,
Hypogammaglobulinemia, Infections, og Myelokathexis) heilkenni er erfdasjukdémur par sem genid
sem tjair CXCR4 er stokkbreytt og veldur pvi ad fullproskadir neutrofilar komast ekki at ar
beinmergnum og i blédrasina (Bachelerie, 2010). | bandvefsmyndun i lungum dregur CXCL12/CXCR4
bindingin stofnfrumur og fibréblasta & skemmd sveedi i lungum en pad veldur Oafturkreefri
bandvefsmyndun i lungum (Song o.fl., 2010).

Eftir pvi sem samband CXCR4 og CXCL12 er rannsakad frekar kemur sifellt meira i lj6s um petta
mikilveega samband. Ein af peim uppgotvunum sem hefur verid rannsékud a sidustu arum er ekki
sidur mikilveegur péattur i pessu sambandi en pad er ad pegar blédpurrd verdur i vefjum likamans, til
deemis i hjarta vio hjartaafall, p4 er CXCL12 kalladur & skemmda svaedid til ad taka patt i vidgerdum.
Hypoxia-inducible factor-1 (HIF-1) er umritunarpattur sem gegnir lykilhlutverki i likamanum pegar
surefnisstyrkur leekkar (Ziello o.fl., 2007). HIF-1 eykur einnig tjaningu & CXCL12 & blodpurrdarsvaeedum
(ischemic) i beinu hlutfalli vid minnkada sarefnismettun. Aukin tjaning & CXCL12 ladar stofnfrumur og
adrar forverafrumur ad vefjaskemmdinni. Pannig myndast timabundid stofnfrumu neerumhverfi fyrir
CXCR4-forverafrumurnar & medan vidgerd a vefnum stendur. Ad vidgerd lokinni pegar surefnid i
vefnum er ordid edlilegt, verdur CXCL12 tjaning i vefnum eins og hun var fyrir blédpurrdarskemmdina
(Ceradini o.fl., 2004) (fengid fra (J. A. Burger o.fl., 2006)). Karshovska og félagar syndu einnig fram &
ad HIF-1a hafi bein ahrif & aukningu & CXCR12 i vidgerdum & vefjaskemmdum & aedum (Karshovska
o.fl., 2007).

bekkt er ad lag surefnisspenna (oxygen tension) er i aexlum og jafnvel surefnispurrd. Fiegl og
félagar skodudu hvort pad sama aetti vio i hvitbleedi og komust ad pvi ad surefnisspennan i
beinmergnum er minnkud i hvitbleedi sem veldur pvi ad tjaning & CXCR4 er aukin. peir komust einnig
ao pvi ad med pvi ad auka surefnisspennuna haettu frumurnar ad tja CXCR4 med pvi ad losa sig vid
smaar agnir sem tjadu CXCR4 (Fiegl o.fl., 2009). Nidurstédur Ur svipudum rannséknum hafa pé synt
andsteedar nidurstddur. Nidurstédur Jing og félaga syna ad tjaning & CXCR4 breytist ekki i
surefnispurrd og ad seytun & CXCL12 minnki (Jing o.fl.,, 2012). Pad er margt sem geeti spilad inn i

pennan mun & nidurstdum og pa koma adallega mismunandi frumursektunaradsteedur til greina.
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Naudsynlegt er ad komast ad hinu eina rétta i pessu samhengi til ad auka pekkingu a CXCR4 og
CXCL12 og samspil peirra vid surefni par sem lyfja- og geislamedferd getur haft mikil ahrif &
gegnumflaedi og surefnisspennu beinmergsins (Jing o.fl., 2012).

1.3 Plerixafor

Plerixafor er fyrsta Iyfid sem hindrar bindingu CXCL12 bindilsins vid CXCR4 vidtakann sem
Bandariska matveela- og lyfjaeftirlitio (Food and Drug Administration) sampykkti (Debnath o.fl., 2013).
Fyrst var lyfid notad gegn retréveirum (HIV) par sem CXCR4 var fyrst bendladur vié HIV. Vid langtima
notkun pess féru blodmyndandi stofnfrumur ad leita Gt ar neerumhverfi sinu i beinmergnum (Hendrix
o.fl., 2004). Med peer upplysingar ad vopni var farid ad nota lyfid asamt vaxtarpaettinum granulocyte-
colony stimulating factor (G-CSF) til ad feera bl6dmyndandi stofnfrumur Gr beinmerg og Ut i bl6drasina
par sem peim er safnad med notkun frumuskilju og gefnar til baka eftir haskammta
krabbameinslyfjamedferd. betta er pé adeins gert hja sjuklingum med eitilfrumukrabbamein og
mergeaexli (Debnath o.fl., 2013). Nyjustu hugmyndir um notkunarméguleika lyfsins er eins og adur var
greint fra ad losa illkynja hvitblaedisfrumur ar neerumhverfi beinmergsins par sem krabbameinslyf na til
peirra (J. A. Burger o.fl., 2009).

Liesveld og félagar rannsokudu Plerixafor og komust ad pvi ad pad hindrar frumuskrio i att ad
CXCL12 i frumuskridstilraun in vitro og ad lyfid hindri einnig Utvoxt hvitbleedisfruma i kéloniumyndandi
einingar i methylcellulésaraektun. Nidurstédurnar syndu einnig fram a ad Plerixafor hafdi ekki ahrif &
lifun AML blasta hvorki ar sjuklingum né frumulinum og ad Plerixafor hindradi ekki AKT bodleidina sem
virkjast pegar CXCL12 bindst CXCR4 (Liesveld o.fl., 2007). Tavor og félagar hafa mikid rannsakad
ahrif Plerixafor a samband CXCR4 og CXCL12. Rannsoknir peirra a frumulinum synir fram a
andsteedar nidurstédur midad vid nidurstodur Liesveld og félaga en peir syndu fram & ad Plerixafor
getur hamlad fjolgun fruma um allt ad 50% auk pess ad studla ad Gtproskun hvitblaedisfrumulinunnar
U937 (Tavor o.fl., 2008). Munurinn & pessum rannséknum gaeti legid i pvi ad mismunandi styrkir af
Plerixafor voru notadir en Liesveld notadi styrki & bilinu 0,1 — 1 mg/mL en Tavor notadi leegri styrki eda
a bilinu 10 — 30 pM.

Liles og félagar skodudu hvernig Plerixafor virkar i heilbrigoum einstaklingum. pétttakendur fengu
einn skammt af Plerixafor sem nam allt ad 240 pg/kg og eftir 9 klukkustundir hafdi magn CD34
jakveedra fruma i bléoi allt ad tifaldast og myndun kélonia i kéléniureektunum fimmfaldadist.
patttakendur poldu lyfid vel og adeins komu fram vaeg og skammvinn eitrunareinkenni (Liles o.fl.,
2003). Uy og félagar gerdu einnig rannsékn a Plerixafor i AML sjiklingum en pau sprautudu
patttakendur rannsoéknarinnar med Plerixafor i sama styrkleika og Liles notadi, asamt 6&rum
krabbameinslyfjum par & medal Cytarabine. Tilraunin var gerd i tveimur hlutum og i seinni hluta
tilraunarinnar var einn sjdklingur sem fann til aukaverkana sem tengd voru vid Plerixafor.
Nidurstodurnar leiddu i ljos ad pad vard tvofalt meiri tilfeersla af AML frumum Ur beinmergnum 0t i
blodrasina an pess ad valda aukningu a hvitum blédkornum. petta stadfestir pad sem adur var haldid
fram ad Plerixafor trufli bindingu CXCL12 vid CXCR4 (Uy o.fl., 2012).

Pad er ekki eingdngu i hvitblaedi sem CXCR4 spilar lykilhlutverk, pvi vidtakinn hefur mikilvaegu
hlutverki ad gegna i 68rum krabbameinum vardandi meinvarpsmyndun og iferd eexla i vef, eins og

sagt var fra i kafla 1.2. Ahrif Plerixfor hefur verid rannsakad medal annars i eggjastokkakrabbameini af
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pekjufrumu uppruna, lyfid minnkadi meinvarpsmyndun og iferd aexlisins i frumuskridstilraun i gegnum
kollagen (Barbolina o.fl., 2010). i tiraun sem var gerd & sortugexlisfrumum i muasum, minnkadi
Plerixafor meinvarpsmyndun til eitla i holhdnd um 62% og til lungna um 49% (M. Kim o.fl., 2010).
Rannsékn var gerd par sem ahrif Plerixafor a bandvefsmyndun i lungum var kénnud, syndi ad
Plerixafor hindradi frumuskrid stofnfruma og fibréblasta & skemmda svaedid i lunganu og kom pad i
ljés ad bandvefsmyndun minnkadi til muna i bleomycin medhdndludum musum (Song o.fl., 2010).
Rannsoknir eru i fullum gangi ad finna Gt ahrif pess ad blanda Plerixafor inn i lyfjamedferdir
hvitbleedissjuklinga, baedi i nyjum tilfellum og hja peim sem hafa fengid bakslag. Helsti &vinningurinn

sem er veenst af pessum rannséknum er ad draga Ur endurkomu sjukdéms (Peled o.fl., 2013).

1.4 Krabbameinslyf

Flokid er ad hanna krabbameinslyf par sem erfitt er ad fa Iyf til drepa krabbameinsfrumur an pess ad
heilbrigdar frumur séu drepnar med. Asteedan fyrir pessu er ad sameindir sem krabbameinsfrumur tja
er oft ad finna i heilbrigdum frumum lika. Munurinn & illkynja og heilbrigdum frumum er agd illkynja
frumur hafa oft virkjad vaxtarbod sem hjalpar til vido eexlisvdxt auk pess sem haefni fruma ad
framkveema styrdan frumudauda er minnkud. Par sem ad munurinn liggur i 6jafnveegi a stjérnun
frumufjolgunar og frumudauda eru krabbameinslyf hénnud til ad hafa ahrif & pessa paetti. Lyf sem yta
undir styrdan frumudauda eru mjog algeng en pau geta virkad & mismunandi hatt. Algengast er ad
pessi Iyf virki & frumuhringinn med pvi t.d. ad hafa ahrif & erféaefni frumunnar med pvi ad hindra
umritun erfdaefnisins eda eydileggja pad pannig ad fruman deyr. Onnur lyf geta virkad & préteinferla

frumunnar, vidtaka eda piplur innan frumunnar (Perry, 2008).

1.4.1 Cytarabine

Cytarabine (1-B-D-arabinofuranosylcytosine, Ara-C) er lyf sem notad er i medferdir gegn hvitblaedi,
sérstaklega brdda hvitbleedi. Efnid er pyrimidin sem hindrar frumufjdlgun med pvi ad hindra DNA
nymyndun (J. S. Kim o.fl., 2012). Cytarabine er svokalladur antimetaboliti en pad er efni sem hindrar
onnur efni (oft myndefni) i efnaskiptaferlum likamans sem getur leitt til frumudauda. Cytarabine er
liking af cytidin par sem sykursameindinni hefur verid umbreytt Gr ribésa i arabinésa. Pegar
Cytarabine kemur inn i frumuna er pvi breytt i prifosfat og keppir pad vid cytidin um innlimun i DNA.
Eftir innlimun i DNA hindrar arabinésinn sndning sameinda innan DNA pannig ad eftirmyndun
stédvast. Lyfid hamlar einnig DNA pélymerasann med sému afleidingunum, kemur i veg fyrir

eftirmyndun og lagfaeringar & DNA (National cancer institute, e. d.-b).

1.4.2 Idarubicin
Idarubicin (4-demethoxydaunarubicin) tilheyrir anthracyclin lyfjum og er notad til medferdar a
hvitblaedi, pa adallega AML. Lyfid hamlar DNA eftirmyndun, RNA umritun og proteinmyndun med pvi
ao fara i DNA og trufla virkni topéisémerasa Il. Idarubicin er fituseeknara en énnur anthracyclin og a
pvi audveldara med ad komast inn fyrir frumuhimnuna (National cancer institute, e. d.-d).

Idarubicin var fyrst kynnt undir lok niunda &ratugarins og i framhaldi af pvi voru gerdar margar
samanburdarrannséknir & pvi og Daunarubicin sem leiddu i lj6s ad Idarubicin veeri 6flugara og keemi til

med ad leysa Daunarubicin af hélmi (Berman o.fl., 1991). Sidari rannséknir leiddu i ljos mikilvaegi
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skammtastaerda pegar verid er ad bera saman mismunandi anthracyclin og hefur haskammta

Daunarubicin reynst jafn ahrifarikt og hefébundnir skammtar af Idarubicini (Teuffel o.fl., 2013).

1.4.3 Fludarabine

Fludarabine (fludarabine-5'-monophosphate) er fosfatsalt af fliortengdu nukle6tidi antimetaboliti sem
hefur sexlishemjandi virkni og er hlidsteett lyfinu Vidarabine (ara-A) sem er veirueydandi. begar
Fludarabine er komid i mannslikama affosforast pad hratt i 2-fldor-ara-A sem sidan fosforylerast innan
fruma, af véldum deoxycytidinkinasa, i virka prifosfatid 2-flior-ara-ATP. betta myndefni truflar DNA
nymyndun og hindrar voxt eexlisfruma med pvi ad hindra DNA pélymerasa alfa, ribonukle6tio

rediktasa og DNA primasa(National cancer institute, e. d.-c).

1.4.4 Azacytidine

Azacytidine (4-amino-1-beta-D-ribofuranosyl-1,3,5-triazin-2(1H)-one) er pyrimidin kirninsleif med
aexlishemjandi virkni og er hlidstaett lyfinu Cytidine. Lyfid er innlimad i DNA og hindrar par DNA
methyltransferasa sem veldur pvi ad DNA er ekki methylerad en vid pad virkjast aexlisbeeligen, sem
aour voru pdggud vegna methyleringar, en pau hindra aexlisvoxt. Lyfid er einnig innlimad i RNA og
truflar pvi lika edlilega RNA virkni, tRNA cytosine-5-methyltransferasa virkni og préteinmyndun
(National cancer institute, e. d.-a). Azacytidine er notad vid mergmisproskunar sjukdomum og AML.
Synt hefur verid fram & ad ef sjuklingum med mergmisproskun er gefid lyfid aukist lifun peirra midad
vid onnur hefdbundin Iyf, par sem 50,8% sjuklinga sem fengu Azacytidine voru & lifi eftir 2 ar fra

medferd en adeins 26,2% sjuklinga sem fengu énnur lyf (Fenaux o.fl., 2009).

1.5 Inngangur ad adferdarfreedi

1.5.1 Frumufleedisja
Med flokkunarkerfi WHO & AML jékst mikilvaegi greininga & sameinda- og erfdafraedipattum illkynja
fruma og i dag gegnir frumuflaedisjain mjog mikilveegu hlutverki vid greiningu og til mats &
medferdarsvorun vid brdda hvitbleedi (Peters o.fl., 2011).

Frumufleedisja er tiltdlulega nytt teeki i teeknibyltingu sidustu ara en pratt fyrir pad hefur hugmyndin
a bak vio teekio verid til i yfir 50 ar. Med sivaxandi arvali af einstofna métefnum og tilkomu nema sem
meela fluorljdmun jokst fjolheefni frumufleedisjaa og vinseeldir teekisins jukust. bPegar alnsemi (AIDS)
breiddist Ut vard frumufleedisjain ad venjubundnu teeki & rannséknarstofum par sem fylgjast purfti naid
med T frumu hlutfalli sjuklinga. Fljétlega var fari® ad nota teekid i venjubundnum rannséknum i
bl6dmeinafraedi og krabbameinsfreedum (Sun, 2008).

Frumuflaedisjain er mjog fidlheef en hin meelir margar breytur samtimis, t.d. steerd fruma, hve
kornétt umfrymid er, métefnisvaka a yfirbordi frumuhimnu, i umfrymi og kjarna o.fl. (Sun, 2008).

Teeknin & bak vid frumufleedisjar byggir & pvi ad heegt sé ad meela svipgerdir fruma med
vokvastreymi i gegnum taekid. Greining med frumufleedisja skiptist i fijora megin paetti: undirblningur

syna, meeling syna i frumufleedisja, greining upplysinga og tulkun nidurstadna (Harmening, 2009).
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1.5.1.1 UndirbUningur syna

Frumufleedisja meelir svipgerd fruma med pvi ad lita fyrir sameindum & yfirbordi fruma og ymsum
innanfrumulitunum. Ymist er litad beint med fliorlitum eda med fliormerktum métefnum (Harmening,
2009). Deemi um fldorlit sem notadur er i pessari rannsékn er propidium iodide (Pl) sem litad er med i
meelingum & styrdum frumudauda, sja nanar kafla 3.6.

Litun med fliormerktum motefnum er mjog nakveem par sem adeins peer frumur sem tja
motefnavakann sem motefnaliturinn beinist ad litast. Pessi adferd getur litad baedi innan- og
utanfrumusameindir. Métefnin sem eru notud eru ymist fjdlstofna métefni sem einangrud eru ar
motsermi eda einstofna motefni sem eru framleidd ar 6daudlegum B frumu klénum. Einstofna maétefni
eru frekar notud par sem pau gefa meiri ndkveemni. Oftast er litad med nokkrum métefnalitum og til
pess ad engin skekkja komi upp eru mismunandi moétefni merkt med mismunandi flGorlitum, en pannig
er heegt ad greina & milli métefnalita og jafnframt greina frumugerdina. bad sem raedur pvi hvada
fldorlit moétefni eru merkt med, er hvort motefnavakar séu i harri eda lagri péttni & frumunni. Daemi um
petta er ad motefnavakar sem eru i lagri péttni eru litadir med bjortum flaorlit eins og phycoerythrin
(PE) og métefnavakar i harri péttni eru litadir med fldorlit i medal styrk eins og fluorescein
isothiocyanate (FITC) eda peridinin-chlorophyll-protein (PerCP) (Harmening, 2009).

Buiod er ad koma upp almennu kerfi sem skilgreinir métefni Gt fra hvarfgirni (reactivity) motefnavaka.
pessi flokkun nefnist ,Cluster of differentiation” en gengur almennt undir skammstéfuninni CD hépar.
Pessir CD hdpar eru nimeradir og métefni innan hvers héps bindst vio sama métefnid. Buido er ad
finna og skilgreina 363 CD hépa samkvaemt nyjustu télum sem voru sampykktar a niunda alpjédlega
pinginu um um maétefnavaka & hvitum blédkornum (Human Leukocyte Differentiation Antigens,

HLDA9) (Human cell differentiation molecules, e. d.).

1.5.1.2 Meeling syna

Frumufleedisjar samanstanda af premur meginpattum

Side scatter
Mzelir hversu flokin
fruman er

sem eru straumteekni, linsur og rafstraumur.
Straumteeknin byggir & prystilofti og vokva (saline
sheath) sem flytur synid inn i teekid, flytur pad um teekid

Forward scatter

og endar ad lokum i Urgangsdalli. Pegar synid berst i 4
Mazelir steerd fruma

Leysigeislar

meelieiningu teekisins er hradi synisins aukinn og getur

verid & bilinu 1 — 10 m/s. Flaedid er stillt pannig ad l l
adeins ein fruma i einu fer i gegnum leysigeislana (Sun,

2008). begar frumur fara i gegnum leysigeislana eru Mynd 2 Dreifing leysigeisla til forward
hinar ymsu svipgerdir frumunnar meeldar samtimis. bpad g%imeisk'f,i frugﬁﬁﬁg:_ efr
sem er meelt i meelieiningu teekisins eru geislar sem eru Mynd fra (Sun, 2008).

framdreifdir (forward scattered (FSC)), geislar sem

dreifast a hlid (side scattered (SSC)) og svo allt ad sex fluorlitir. Skynjarar nema akvedna flUorliti og
eru nemar i nyjum teekjum nefndir eftir litnum sem peir nema t.d. FITC nemi, PE nemi osfrv. FSC og
SSC meelingar byggja & atliti og l16gun frumunnar eins og sést & mynd 2. Eftir pvi sem frumur eru
steerri pvi meira merki kemur fr& FSC og eftir pvi sem fruman er fléknari inni sér (t.d. kjarni) pvi steerra

SSC merki kemur i meelingunni. Haegt er ad velja hvort frumufleedisjdin meeli allar agnir eda stilla

24



proskuldinn pannig ad hann takmarki meelingar a frumubrotum og 6dru rusli. Med pvi ad stilla
préskuldinn er verid ad breyta FSC pannig pad meelir bara frumur og agnir sem eru haerri en
préskuldurinn (Harmening, 2009).
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Mynd 3 Uppsetning meelieiningar i FACSCalibur.

Blau og raudu geislarnir haefa frumurnar i flow cell, padan fer ljésid fra frumunni i gegnum
siur og spegla og endar i videigandi nemum sem nema ljés vié akvedna bylgjulengd. Mynd
fengin fr4 (Office of collaborative science, e. d.).

FACSCalibur fra Becton Dickinson var fyrsta frumufleedisjain til ad vera med tvipeettan leysir en
pad veitir meiri sveigjanleika og naemni fyrir greiningu & marglita synum (sja mynd 3). Leysirarnir tveir
eru adskildir og samanstanda af blaum jonudum argon leysir (488 nm) og raudum diddu leysir (635
nm). Med pvi ad hafa pa adskilda feest meiri neemni og meiri sveigjanleiki vid notkun ymissa flaorlita.
Pegar fruma hefur ordid fyrir geislun ferdast ljésid sem han sendir fra sér i gegnum linsukerfi taekisins
en par fer ljésid sem fruman gefur fra sér i gegnum linsusiur (filters) sem eru stadsettar & akvednum
stédum auk spegla. Speglarnir og siurnar dreifa, endurspegla, frasoga eda hamla akvednar
bylgjulengdir. Pegar buid er ad sia Ut akvednar bylgjulengdir ljéssins er geislinn sendur & nema sem
meela akvednar bylgjulengdir ljéss. Algengast er ad nemarnir meeli greent ljés & bylgjulengdinni 515 —
545 nm (FITC nemi), appelsinugult ljos & bylgjulengdinni 564 — 606 nm (PE nemi), rautt lj6s &
bylgjulengdinni yfir 670 nm (PerCP nemi) og adra rauda geisla a bylgjulengdinni 653 — 669 nm (APC
nemi) (Harmening, 2009).

Ljosnemarnir breyta ljésinu i rafbod sem kallast slag, pvi sterkara sem ljésid er pvi steerra slag
verdur. [ FACSCalibur fer slagid i gegnum magnara adur en pvi er breytt yfir & tolvutaekt form, par sem
nidurstddurnar birtast a logaritmiskum eda linulegum skala. Logaritmiskur skali leyfir veikum og
sterkum merkjum ad birtast & sama skala. Heegt er ad auka naemni nemanna med pvi ad auka

rafspennu peirra, petta er gert pegar litur gefur fra sér veikt merki pa er haegt ad auka rafspennuna til

25



ad gera litinn skyrari. betta virkar einnig 6fugt, ef ad litur gefur fra sér mjog sterkt merki og lendir
jafnvel Gtaf skalanum pa er haegt ad minnka rafspennu & nemanum (Harmening, 2009).

begar teekid hefur meelt synin flytjast nidurstédurnar i télvu par sem haegt er ad vinna Ur peim i
akvednum forritum. Sett eru upp grof, yfirleitt er notast vid depilgréf (dot plot), og haegt ad afmarka
frumur sem skoda & nanar t.d. illkynja frumur. Med pvi ad skoda akvedinn frumuhép i gréfum mea tilliti

til litunar er heegt ad greina nakveemlega gerd og eiginleika fruma (Harmening, 2009).

1.5.2 Frumuskrio

Frumuskridstiraun 4 AML frumum byggir a sérstokum
@ ® Frumur
] Atimed/an

efnatoghemla
T £timed efnatoga

frumuskridshékkum sem hafa tvo brunna. I efri brunninn eru

settar einkjarna hvitbleedisfrumur sem hafa verid einangradar

Ur blédi eda beinmerg auk efnatoghemilsins Plerixafor i

akvednum adsteedum. | nedri brunninum er eti asamt

|
e
efnatoganum CXCL12. Botninn a efri  brunninum er l
polyethylene terephthalate (PET) himna sem hefur 8,0 um got ‘ | | l
par sem frumur geta skridid i gegnum ef paer tengjast

efnatoganum i nedri brunninum. betta ma sja a mynd 4.

Arid 1973 birtist grein eftir Zigmond og Hirsch par sem Mynd 4 Frumuskrid.
lagdur er grunnur ad frumuskridstilraunum eins og paer Mynd bygga a (Bio Cat, e. d.)
pekkjast i dag, pad er tveggja hélfa kerfi med svokalladri
Millipore himnu & milli hélfa (Zigmond o.fl., 1973). Adferdin hefur préast sidan pa og hafa menn verid
ad huda efri brunninn med efnum a bord vid fibronectin (Voermans o.fl., 2002) eda frumum t.d.
pekjufrumum til ad likja eftir frumuskridi eins og pad gerist i likamanum (Liesveld o.fl., 2007).

Margar rannsoknir hafa verid gerdar a skridi hvitblaedisfruma med ofangreindri adferd auk
rannsékna a frumuskridi hvitblaedisfruma mead tilliti til efnatogans CXCL12 og virkar pessi adferd vel til
ad meta pad (C. H. Kim o.fl., 1998).

Frumuskridstilraun er god leid til ad meta ahrif efnatoga a frumur og ekki sidur virkni efnatoghemla.
Liesveld og félagar skodudu ahrif efnatoghemilsins Plerixafor & frumuskrid hvitbleedisfruma i att ad
CXCL12 og gaf pad g6da raun a virkni Plerixafor (Liesveld o.fl., 2007).

1.5.3 Kold6niuraektun

Fyrir um pad bil 50 arum birtust fyrstu

greinarnar um koéloniuvoxt fruma (Bradley o.fl.,
1966; Pluznik o.fl., 1965) en pessi uppgétvun
vard til framfara i rannséknum, greiningum og

medferdum i blédmeinafraedi.

Kéléniureektanir eru notadar til ad meta

bl6dfrumumyndun a heilbrigdum beinmerg og

i hvitblaedi. Koéléniuraektun varpar ljosi a fjdlda ) L
Mynd 5 Hvit- og raudkornakoloniur.
forvera fruma og i hvitblaedissjuklingum gefur L ) o
Mynd fra Leifi borsteinssyni, Blodbankanum.
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reektunin til kynna eiginleika illkynja blasta og endurnyjunarheefni peirra (Nara o.fl., 1985). Haegt er ad
greina mismunandi frumugerdir bl6dfruma at fra koéloniuvexti. baer forverafrumur sem geta myndad
kéloniur eru kalladar kéléoniumyndandi einingar (Colony Forming Unit, CFU) en einnig er nanar tilgreint
um tegund frumunnar, t.d. er forveri grandlocyta og makréfaga skammstéfud CFU-GM, forveri raudra
blédkorna CFU-E og kol6niur med blondudum frumuvexti eru kalladar CFU-GEMM (Nissen-Druey
o.fl., 2005). Sja ma CFU-GM og BFU-E kol6niur a mynd 5.

Kéloniureektanir hafa medal annars verid notadar vid stofnfrumumedferdir tii mats & steerd og
gaedum stofnfrumugraedlings til vidbdtar vid CD34 meelingar. Einnig er haegt ad nota kéléniuraektanir til
sjukdomsgreiningar en pa er dedlilegur kéléniuvoxtur skodadur og heegt ad meta sjukdémsgreiningu
at fra pvi (Nissen-Druey o.fl., 2005).

Kéloniureektun er oft notud til ad kanna ahrif lyfja og annara efna a hvitbleedisfrumur. Liesveld og
félagar konnudu ahrif efnatoghemilsins Plerixafor & myndun kélénia med tilliti til aukinnar Gtproskunar
AML fruma (Liesveld o.fl., 2007). Zhang og félagar skodudu ahrif Fenretinide lyfs sem hindrar
krabbameinsvoxt, & myndun kélénia hja CD34 jakveedum hvitblaedis stofnfrumum og baru saman vid
edlilegar CD34 jakveedar frumur (Zhang o.fl., 2013).

Kim og Broxmeyer notudu koléniureektun til ad greina nanar af hvada gerd blédfrumumyndandi
forverafrumur veeru sem skriou ad CXCL12 i frumuskridspréfi eins og greint var fra i kafla 1.5.3.
Nidurstodur rannsoknarinnar leiddi i ljés ad ekki var afgerandi af hvada gerd paer forverafrumur voru
sem skridu ad CXCL12 par sem svipad hlutfall var af BFU-E, CFU-GM og CFU-GEMM (C. H. Kim o.fl.,
1998).

1.5.4 Frumulinur

Rannséknum & hvitbleedi hefur fleytt fram sidustu aratugi og sému sbgu er ad segja um
rannséknaradferdir. Upp Ur 1970 féru visindamenn ad leita ad nyjum adferdum par sem
dyrarannsoéknir, til deemis & misum, pottu ekki samsvara manninum négu vel og & pessum tima attu
peir i erfidleikum med ad halda ferskum hvitbleedisfrumum Ur sjuklingum lifandi i tilraunaglésum.
Fyrstu hvitblaedisfrumulinurnar voru unnar Gr mudsum og gafu géda mynd medal annars af
genatjaningu og frumufjélgun en likt og med adrar dyrarannsoknir gafu peer takmarkadar upplysingar
um meingerd AML i monnum. Fljétlega var farid ad vinna frumulinur Gr hvitblsedissjuklingum og var

KG-1 prigja frumulinan sem var unnin Ur AML sjuklingi (Koeffler o.fl., 1980).

Frumulinan KG-1 var unnin ar hvitbleedisfrumum ar beinmerg frd 59 ara hvitum karlmanni sem var
greindur med brada hvitbleedi i forstigum raudra blodkorna (erythroleukemia). Frumurnar voru
mergfrumublastar af makréfaga gerd. Eftir ad frumulinunni haféi verid skipt upp 35 sinnum kom nytt
afbrigdi af frumulinunni sem var kallad KG-la. KG-la haféi somu litningagerd (karyotype) og
modurlinan en frumurnar voru minna proskadar og héfou ekki sému frumuefnafraedilegu eiginleika og

modurlinan (Furley o.fl., 1986).

Frumulinan U937 er ménécyta frumulina unnin Ur fleidruvokva fra 37 ara hvitum karlmanni sem var

greindur med eitilfrumukrabbamein (histiocytic lymphoma) (Sundstrom o.fl., 1976).
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2 Markmid

Markmid rannséknarinnar eru:

1. Rannsaka éahrif efnatoghemilsins Plerixafor i samspili med krabbameinslyfjunum Idarubicin,
Cytarabine, Fludarabine og Azacytidine & hvitbleedisfrumur Ur bl6di og beinmerg sjuklinga
med brada mergfrumuhvitbleedi. Meta ahrif & lifun, styrdan frumudauda og svipgerd

hvitblaedisfruma i frumuraektunum.

2. Rannsaka ahrif mismunandi styrkleika krabbameinslyfja a hvitbleedisfrumur Gr sjuklingum med
brada mergfrumuhvitbleedi & lifun og styrdan frumudauda og meta pannig naemi illkynja fruma
fyrir krabbameinslyfjum.

3. Rannsaka hvort Plerixafor hafi ahrif & atproskun hvitbleedisfruma i frumureektun med
koloniursektunum og frumuflaedisgreiningu.

4. Meta frumuskrid hvitbleedisfruma med og an Plerixafor og bera saman vido CXCR4 tjaningu a

hvitbleedisfrumum med frumuflaedisgreiningu.
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3 Efni og adferdir

3.1 bydi rannsOknarinnar

Alls fengust 14 patttakendur i rannséknina, sex karlar og atta konur, & aldrinum 19 til 82 &ra en
medalaldurinn var 63 ar. Upplysingar um patttakendur ma sja i téflu 1 en par kemur einnig fram
greining sjuklinga i FAB flokkunarkerfinu, tjaning sjuklinga & CXCR4, hvert hlutfall blasta i synum var
og tegund syna sem einkjarna frumur voru einangradar ar. Syni fengust fra sjuklingum eftir upplyst

sampykki peirra (sja fylgiskjol).

Tafla 1 batttakendur rannsoknarinnar.

Taflan synir lista yfir patttakendur rannsoknarinnar en peir eru nameradir
handahofskennt, greiningu peirra i FAB flokkunarkerfinu, kyn, aldur, tjaningu &
CXCR4 sem er skilgreind sem Pos sé tjaning til stadar, veikt post sé um orlitla
tjaningu ad reeda og neg ef engin tjaning er til stadar, hlutfall blasta af
einangrudum frumum (x tdknar ad hlutfallid er 6pekkt) og tegund synis p.e. bléd-
eda beinmergssyni.

Sjuklingur | Greining Kyn Aldur CXCR4 | Hlutfall blasta |Tegund synis
1 M2 KK 62 Neg 75,25 Bl6d
2 M6 KK 78 Veikt Pos 10,43 Bl6o
3 M2 KVK 71 Veikt Pos 88,05 Beinmergur
4 M2 KVK 82 Veikt Pos 93,32 Bl6o
5 MO KVK 64 Neg 13,21 Bl6d
6 M2 KK 76 Pos 68,35 Bl60
7 M5 KVK 47 Pos 69,05 Bl6d
8 MDS/AML KK 72 Pos 85,47 Beinmergur
9 M5 KVK 73 Veikt Pos 91,53 Bl6d
10 AUL KVK 19 Pos 97,93 Bl6o
11 M4 KK 69 Pos 78,49 Beinmergur
12 M1 KK 44 Neg X Bl60
13 M4 KVK 53 Veikt Pos X Beinmergur
14 M4 KVK 74 Pos X Beinm & BIl60

Fyrirhugad var ad gera rannséknina einnig a frumulinurnunum KG-la, MV-411 og U937 sem
fengust fra Jane Liesveld og samstarfsfélki hennar (University of Rochester, Rochester, NY). Erfidlega
gekk ad reekta peer upp og var pvi tekin akvérdun um ad rannsaka peer seinna, en nidurstoour

koloniuraektunnar & KG-1a er ad finna i kafla 4.4.

3.2 Einangrun hvitblaedisfruma

Hvitblaedisfrumur voru einangradar med péttnistigulsadferd. | peirri adferd er notast vid Ficoll
Histopaque (Sigma) sem inniheldur sukrésa fjollidur og natrium diatrizoic en pessi lausn hefur hdan
edlismassa sem veldur pvi ad bl6d og beinmergur flytur ofan a lausninni. Bl6d eda beinmergur var
pynnt til helminga med DPBS (Dulbecco‘s Phosphate Buffered Saline) an CaCl, og MgCL, (Gibco®),
en med pvi ad hafa lausnina an CacCl, og MgCl, er komid i veg fyrir ad storkukerfid virkist. Lausnin var
sett varlega ofan & 13 mL Ficoll lagid og var synid svo spunnid nidur i skilvindu i 30 min vié 1100 rpm.

Ad pvi loknu var einkjarna frumulagid fljotandi ofan a Ficollinu eins og sja ma & mynd 6. Frumulagid
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var tekid med pipettu ofan af Ficolllausninni og
sett i nytt glas par sem komid var ad pvottaskrefi
med DPBS sem innihélt CaCl, og MgCL,

Pre-spin w=mp Post-spin

(Gibco®) en med pvi ad hafa pessi efni med i

- . I 166fl6
lausninni er komid i veg fyrir vidlodun frumanna. < glgsam:gur
Frumulausnin var sett i skilvindu i 10 min & 1100 Pynnt
rpm. bvottaskrefid var endurtekid tvisvar. Fyrir blé3 < EIRk{Ema

frumur
sidasta pvottaskrefid var talningarskref par sem | < Ficoll
|< Ficoll HBK

frumunar voru blandadar med nakveemu magni
(4 bilinu 10 mL — 25 mL eftir magni botnfalls) af
DPBS med CaCl, og MgCL,. Af peirri lausn voru
50 pL teknir og sett i nytt glas par sem 50 pL af

|
o

Mynd 6 Bl6d/beinmergur spunnin nidur med
Ficoll.

Mynd byggd & (Bui, 2013).

0,4% Trypan blue lausn (StemCell Technologies
inc.) var blandad saman vid. Lausnin var sidan
sett & Neubauer blodfrumutalningargler og i 40x
steekkun i smasja var talid i tveimur talningarsveedum. Eftir talninguna var jafna 1 notud til ad reikna

heildarfjélda einkjarna fruma sem voru einangradar.

Jafna 1 Talning x pynning x rammal vékva x 10°.

3.3 Frumuraektun

Eftir einangrun einkjarna fruma voru frumurnar leystar upp i Roswell Park Memorial Institute (RPMI)
1640 (Gibco®) eeti sem inniheldur glutamine dsamt vidbeaettu 10% Fetal bovine serum (FBS) (Gibco®)
og 5 mL af syklalyfjablondunni Penicillin-Streptomycin (Sigma). Vid blondun fruma vid aetid var
frumupéttnin stillt & 10 x 10° frumur & mL.

Frumurnar voru reektadar i 24 brunna reektunarbakka (Nunc). i hvern brunn voru settir 100 uL af
frumulausninni og 900 uL RPMI en pad samsvarar 1 x 10° fruma i hverjum brunni reektunarbakkans.
Mismunandi styrkir lyfja voru notadir i reektunina og sja ma i kafla 3.5 hvernig lyfin voru pynnt og magn
lyfja i hverjum brunni. Frumureektunin for fram i frumuraektunarskép vié 37°C og 5% CO..

Frumulinur voru reektadar eftir leidbeiningum fra ATCC um medhondlun frumulinanna par sem
frumulinurnar komu upphaflega fra pvi fyrirteeki. Frumulinurnar KG-1a og MV-411 voru raeektadar med
Iscove's Modified Dulbecco's Medium (IMDM) (Stemcell technologies) med 20% FBS en U937 var
reektud i RPMI aeti med 10% FBS.

Vaxtarpattunum Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) og Granulocyte
colony-stimulating factor (G-CSF) (Stemcell technologies) var beett Gt i allar reektanir en peir hafa
jakveed ahrif & skiptingu, virkjun og vidhaldi frumanna. Med pvi ad nota vaxtarpaettina er umhverfi

frumanna i reektinni likara neerumhverfi peirra i beinmerg og blédi.

3.4 Frysting fruma
Frumur sjaklinganna voru geymdar med pvi ad frysta peer i fljiotandi kéfnunarefni.
Frumur voru einangradar og taldar eins og sagt var fra i kafla 3.1. Akvedid var hversu margar

frumur skyldi frysta i hverju frystiglasi (Nunc) sem rimadi 1,8 mL en pad voru & bilinu 6,3 x 10° til 30 x
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10° frumur. Frumurnar voru leystar upp til helminga i RPMI eeti med 10% FBS & méti blondu af
dimethyl sulfoxide (DMSO) og FBS sem var bléndud i hlutféllunum 1:4. Eftir ad frumublandan var
komin i frystiglésin voru pau sett i 10 minGtur a is og svo i Nalgene frystibox, sem innihélt 250 mL af
100% isopropyl alcoholi og sett i -70°C frystiskap yfir nétt. Daginn eftir var synunum komid fyrir i
fliétandi kéfnunarefni vid -196°C.

Frumurnar voru pyddar i hitabadi vid 37°C. Frumurnar voru sidan fluttar ar frystiglosunum yfir i
steerri glos par sem 9 mL af RPMI &eti var beett Gt i, i dropatali. Petta var sidan sett i skilvindu i 5
minGtur & 1500 rpm og ad pvi loknu var flotid tekid ofan af og 20 mL af aeti baett 4t & frumurnar.
Frumurnar voru svo taldar eins og &dur var sagt fra (sja kafla 3.1).

Vio reektun fruma ar frystingu purfti reektunin ad innihalda 10x fleiri frumur en venjulega vegna
hugsanlegra affalla vegna frystingarinnar, pad er 10 x 10° frumur voru raektadar i hverjum brunni.
Yfirleitt voru frumurnar settar upp i raektun i einn til tvo sélahringa an lyfja til ad na sér eftir frystinguna.
Eftir pad voru frumurnar taldar og eftirlifandi frumur voru settar upp i reektun (1 x 10° frumur/mL) og

onnur prof i sému styrkleikum og ferskar frumur.

3.5 Pynning lyfja

Cytarabine var blandad i Apéteki Landspitalans, 100 mg/mL. betta var pynnt i 4 mL RPMI eeti og
sidan voru 500 pL af peirri lausn teknir og sett i 50 mL RPMI. Af pessari pynntu lausn voru teknir 8 pL
og settir i akvedna brunna til ad raekta frumurnar med 200 ng styrk.

Idarubicin var blandad i Ap6teki Landspitalans, 5 mg i 5 mL. betta var pynnt i 4 mL RPMI &eti og
sidan voru 500 pL af peirri lausn teknir og sett i 50 mL RPMI. Af pessari pynntu lausn voru teknir 2 pL
og settir i akvedna brunna til ad raekta frumurnar med 50 ng styrk.

Fludarabin var blandad i Apéteki Landspitalans, 25 mg/mL. Teknir voru 100 uL af lyfinu og sett i 50
mL RPMI aeti. Af pessari blondu voru teknir 5,7 yL og settir i dkvedna brunna til ad reekta frumurnar
vid 20uM styrk.

Azacytidine var blandad i Ap6teki Landspitalans, 25 mg/mL. Teknir voru 100 pL af lyfinu og sett i
50 mL RPMI eeti. Af pessari blondu voru teknir 9,6 uL og settir i akvedna brunna til ad reekta frumurnar
vid 20 UM styrk.

Plerixafor var fengid fra MedKoo Biosciences i Bandarikjunum. Lyfid var 1 g i duftformi og var pad
leyst upp i 5 mL af sterilu vatni (stofnlausn). Af pessari stofnlausn voru teknir 100 pL og settir i 2 mL af
sterilu vatni. Af peirri bléndu voru teknir 79 pL og sett i videigandi brunna raektunarinnar, styrkur lyfsins

var pvi 1 ymal i hverjum brunni.

3.6 Motefnalitun og meeling i frumuflaedisja
Fyrir reektun, eftir 72 klukkustundir og viku i reekt voru sameindir sem eru einkennandi fyrir
hvitblaedisfrumurnar skodadar en markmidid var ad athuga hvort tjaning sameindanna myndi breytast
vio reektun med krabbameinslyfjum og Plerixafor.

Frumur voru teknar Ur reekt, settar i glas og spunnar nidur i skilvindu vid 1100 rpm i 10 minutur.
Eftir skilvinduna var aetid tekid ofan af og 1 mL DPBS var beett Gt a frumurnar og vortexad. Naest voru
100 pL af frumulausninni sett i 6 glds og 1 pL af fluormerktum einstofna métefnum ur t6flu 2 sett |

videigandi glés. A medan métefnalitirnir voru ad bindast vidtékum i syninu voru pau sett i isskap i 30
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minudtur. A3 peim tima loknum var komi®d ad pvottaskrefi par sem 500 pyL af DPBS var beett Ut i og
skilid nidur i 10 min vid 1100 rpm. Flotid var tekid ofan af og 400 yL DPBS baett vid. Ad pessu loknu
var synid tilbuid til meelingar i frumufleedisja en notast var vid FACSCalibur™ fra Becton Dickinson

(San Jose, California, Bandarikin) i pessari rannsékn.

Tafla 2 Fldormerkt einstofna motefni gegn yfirbordssameindum einkjarna fruma.

Motefni Litur Isotypa Klén Framleidandi Einkennir
migG1 FITC migG1 X40 BD Osértaeka bindingu
migG1 PE mlgG2 X41 BD Osérteeka bindingu
migG1 APC migG3 X42 BD Osértaeka bindingu
CDh 117 PE migG1l 104D2 BD Blastar

CD 34 APC migG1l 8G12 BD Blastar

CD 13 PE migG1 WM15 BD Granulocyta & méndcyta
CD 184 PE migG2a 12G5 BD Hvit bléokorn

CD 14 FITC mlgG2a M5E?2 BioLegend Granulécyta

CD 33 APC mlgG1 P67.6 BD Granulocyta & méndcyta
CD 133 PE migG2 AC133 Macs Blastar

CD 11b APC mlgG2a D12 BD Hvit blédkorn

CD 11c PE mlgG2b S-HCL-3 BD Hvit blédkorn

Vid uppsetningu nidurstadna Ur frumufleedisjanni var valid ad skoda eingbngu tjaningu blasta en
paer eru valdar ut fra forward og side scatter. HIid voru sidan Gtbudin Gt fra isotypukontrélum (Mouse
IgG1) pannig ad allar frumur a pvi depilgrafi myndu lenda i nedra vinstra horni. betta hlid var sidan
sett & videigandi depilgrof og pannig er haegt ad meta hvort frumur séu ad tja akvednar sameindir,

petta mé sja & mynd 7.
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Mynd 7 Talkun nidurstadna & maelingum a yfirbordstjaningu fruma.

A mynd A eru frumur skodadar Ut fra forward og side scatter og eru paer frumur valdar
sem lenda & blasta sveedinu (raudur hringur). A mynd B eru neikvaedum
viomidunarsynum stillt upp PE & moti APC en valid er ad sja eingdngu blastana sem voru
valdir & mynd A. HIlid var sett & pannig ad allar frumur myndu lenda innan nedri vinstri
dalks. A mynd C er buid ad setja hlidid sem buid var til & mynd B & grafi®d CD13 PE & moti
CD34 APC. Frumur sem lenda i nedri vinstri dalk eru CD13 og CD34 neikveedar, frumur
sem lenda i nedri haegri dalk eru CD13 jdkveedar en CD34 neikvaedar, frumur sem lenda i
efri vinstri dalk eru CD34 jakvaedar en CD13 neikveedar og frumur sem lenda i efri haegri
dalk eru CD34 og CD13 jakvaedar.
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3.7 Meeling a styroum frumudauda

Styréur frumudaudi (apoptosis) er edlilegur hluti af proskun, éldrun og jafnvaegisferlum sem vidhalda
réttum fjolda fruma i vef. Styrdur frumudaudi er lika hluti af varnarvidbrogdum frumunnar vegna
Oneemisvidbragda og ef frumur skemmast af voldum sjukdéms eda eiturefna. Lyfja og geislamedferdir
gegn krabbameinum studla ad frumuskemmdum sem valda pvi ad frumur deyja af voldum styrds
frumudauda (Elmore, 2007).

Til ad meela styrdan frumudauda var litad med Annexin V FITC og Propidium iodide (PI). Annexin V
FITC er protein sem bindst vio phospholipid phosphatidylserine (PS) sem er venjulega stadsett i innra
lagi fosfollipidlaga fruma, en PS naer i gegnum ytra fosféllipidlag fruma i styroum frumudauda. Liturinn
PI litar ekki lifandi frumur med heilar frumuhimnur en frumur med skemmdar frumuhimnur eda daudar
eru gegndraepar fyrir Pl og litast. Ut fra pessum upplysingum var haegt ad meta hvort frumur veeru
lifandi eda daudar. Ef frumur voru Annexin V FITC neikvaedar og Pl neikveedar voru paser metnar
lifandi, frumur & frumstigum styrds frumudauda voru Annexin V FITC jakveedar en Pl neikveedar og
frumur sem voru langt komnar i styroum frumudauda eda daudar litudust Annexin V FITC jakveedar og
Pl jakvaedar (BD Biosciences, 2008).

Frumur voru teknar ar reekt, synin sett i glos og spunnin nidur i skilvindu. 4tid var svo tekid ofan af
og 1 mL DPBS var beett ut a frumurnar og vortexad. 100uL af frumulausninni voru sett i tvoé ny glés par
sem i annad glasid for 5 yL af Annexin V FITC og 5 pL af PI, i hinu glasinu voru 6litadar frumur. pessi
blanda var vortexud og latin standa vid stofuhita i myrkri i 15 minatur. Ad 15 minatunum loknum var
400 pL af pynntum Binding Buffer baett Ut i 6ll glosin. Maling synanna var gerd innan klukkutima i

frumuflaedisja. Talkun nidurstadna dr frumuflaedisja méa sja & mynd 8.
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Mynd 8 Tulkun nidurstadna Ur maelingum a styrdum frumudauda.

Nidurstédur meaelinga ar frumuflaedisjanni voru settar upp i depilgraf. HIid var sett & frumurnar
i Glitada syninu (mynd lengst til vinstri) pvi peer frumur eru neikvaedar fyrir litunum og pjona
hlutverki sem vidmidunarsyni. Sama hlidid var limt & depilgrafid af litudu frumunum (midju
mynd). Ad pessu loknu er heegt ad tulka frumurnar sem lifandi lendi peser i nedra horninu
vinstra megin, i styrédum frumudauda lendi peer i nedra horninu haegra megin (Annexin V
FITC jakveedar og PI neikveedar) og daudar lendi peer i efra horninu haegra megin (Annexin
V FITC jakveedar og PI jakveedar). Taflan haegra megin vid myndirnar synir hversu morg
prosent fruma lenda i hverju horni.
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3.8 Frumuskrio

Einkjarna frumur sem var buid ad

einangra (kafli 3.1) og frysta (kafli Insert Inserti brunni
3.4), voru pyddar og settar  raektun Inzart
, . . . . Nedri
an lyffa (kafli 3.3) i 24 til 48 A
klukkustundir. Ad forreektun lokinni

Himna

voru frumurnar taldar (kafli 3.1) og

pynntar pannig ad 5 x 10° frumur
veeru | 100 uL RPMI aeti med 10%

FBS en pad er frumupéttnin sem

Mynd 9 Uppsetning frumuskridsbrunna.

(Mynd byggd a (BD Falcon, e. d.))
for 1 efri brunn frumuskridsbakkans

sem einnig er kallad insert (BD Falcon™, Bandarikin). Botninn & efri brunninum er polyethylene
terephthalate (PET) himna med 8,0 pm holum sem frumur geta tengst efnatoga Ur nedri brunni og
skrigid i gegnum. Frumuskridsprofid var pannig sett upp ad i efri brunninn fér 100 pL af
frumublondunni ymist med eda an efnatoghemilsins Plerixafor i styrkjunum 1 umol og hinsvegar 10
umol. | nedri brunn frumuskridsbakkans (BD Falcon™, Bandarikin) foru 600 uL RPMI aeti med 10%
FBS og 100 ng af efnatoganum SDF-1a (CXCL12) (Stemcell technologies, Kanada). A mynd 9 sést
hvernig insertid Iytur Gt eitt og sér en lika hvernig pad er pegar pad er komid ofan i nedri brunn
frumuraektunarbakkans. Frumuskridsprofio var sett upp i tvoféldu fyrir hvern sjukling. Frumurnar voru
settar i hitaskap vio 37°C og 5% CO, en lesid var af eftir 3 klukkustundir og 24 klukkustundir. Til ad
skoda nidurstéour frumuskridsins var nedri brunnurinn teemdur, settur i glas og spunnid nidur i 10
minatur & 1100 rpm. Tekid var ofan af syninu og 1 mL DPBS sem innihélt CaCl, og MgCL, baett vid.
Pessi lausn var notud til talningar & frumum sem hoféu skridid, eins og sagt var fra i kafla 3.1.
Viomidunarsyni voru af tveimur gerdum, jakveett og neikveett vidmidunarsyni. Jakveeda
vidmidunarsynid samanst6d af 100 pL frumubléndu og 500 pL aeti sem sett var beint i nedri brunninn
en pad likir eftir 100% frumuskirdi. Neikvaeda viomidunarsynid samanst6d af 100 pL frumubléndu i efri

brunni og 600 pL eeti i nedri brunni an efnatoga.

3.9 Kolodniureektanir

Einkjarna frumur voru einangradar og taldar eins og greint var fra i kafla 3.1. bvi naest var sett 4kvedid
magn af Iscove's Modified Dulbecco's Medium (IMDM) (Stemcell technologies) aeti sem inniheldur 2%
FBS, & frumurnar og blandad vel til ad fa rétta pynningu eda 1 x 10° frumur & 100 L. Af pessari
frumulausn voru teknir 200 pL og sett i 2 mL af methylcellulose aeti, lausnin bléndud og latin bida i 5
minatur. Raektad var med methylcellulose aetinu MethoCult™ H4434 Classic (Stemcell technologies)
sem inniheldur vaxtarpeettina erythropoietin (EPQO), sem 6rvar raudkorna kéloniur, og einnig CFU-GM,
IL-3 og Stem cell factor sem oOrva hvitkorna koéloniur. Ad loknu 5 minata bidskrefinu var 1,1 mL af
frumu-methylcellulosa bléndunni sett a tveer 35 mm petriskélar og i pridju skdlina var sett 3 mL af
sterilu vatni. Lok var sett a skalarnar med eetinu en vatnsskalin var opin. Sk&lunum premur var komid
fyrir i einni 200 mm petriskal og var henni einnig lokad. Frumurnar voru reektadar i 14 daga vid 37°C
og 5% CO2.
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Eftir 14 daga i reektun voru koéloniureektanirnar skodadar i 40x staekkun i [jéssmasja. Talinn var
hver frumuraektunardiskur & sérstokum talningardiski. Taldar voru allar kéléniur og peim var skipt upp i
tvo flokka: raudkorna koléniur BFU-E en pad eru fleiri en 200 raudkornablastar, hvitkorna kéloniur
CFU-GM (40 og fleiri blastar).

3.10 Leyfi

Leyfi fyrir rannsékninni voru fengin fra sidanefnd Landspitalans sem fékk nimerido 36/2013,
framkveemdarstjéra laekninga, Vfirleekni blédleekningadeildar og yfirleekni rannsoknarkjarna i

bl6dmeinafraedi. Tilkynning var send til Persénuverndar og fékk hin niamerid S6388/2013.

3.11 Urvinnsla gagna

Studst var vio lysandi t6lfreedi vid samanburd & raektunarnidurstédum og marktaekni var reiknud ut
med pérudu T profi og Wilcoxon profi en i badum préfunum var P gildi minni en 0,05 talid marktaekt.
Lysandi télfreedi, myndir og toflur voru unnar i Microsoft Excel 2010 en markteeknipréfin voru reiknud i
IBM SPSS Statistics 21. Nidurstddur meelinga ar frumuflaedisja voru unnar i BD Cell Quest Pro version
6,0 sem er fra sama framleidanda og frumuflaedisjain, BD Bioscience (San Jose, California,
Bandarikin).
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4 Niodurstoour

4.1 Lyfjaneemisprof

Rannsoknin héfst & lyfjaneemisproéfi og var lyfjaneemi athugad & alls sjo sjuklingum en mismunandi

fioldi er & bakvid hvert lyf eda fra einum sjaklingi og upp i fimm. I lyfjfaneemispréfinu voru einkjarna

frumur reektadar med krabbameinslyfjunum Cytarabine, Idarubicin, Fludarabine og Azacytidine i

mismunandi styrkleikum en markmidid var ad finna hentugan styrkleika lyfsins an pess ad drepa allar

frumur. Lifun fruma og styréur frumudaudi var metinn med fldorlitunum Annexin V FITC og PI. Leitast

var eftir ad hafa lifandi frumur um 50% til pess ad haegt veeri ad meta ahrif Plerixafor & frumudauda.

Nidurstddur lyffanaemisprofsins ma sja & myndum 10, 11, 12 og 13.

Lyfjanamisproéf - An lyfja

Lyfjanaemisprof - 200 ng

80 Cytarabine
70 a0
Ee0 ~70
g 50 60 !
E 40 £ 50
= u72Klst g 40
& 30 ) = | T m72 kist
£ . m 1 vika 530 .
EZO— £ 50 | T m1vika
0 =0 H
0 0
Lifandi Apoptosa Daubar Lifandi Apoptésa Daudar
Astand fruma Astand fruma
Lyfjanaemisproéf - 400 ng Lyfjaneemisproéf - 1000 ng
Cytarabine Cytarabine
80 80
< 60 <60
© ©
g 50 g 50
& 40 - &£ 40
=0 "72Kst | = 40 | . u72 Kist
£ 90 - u1vika £ o | u1vika
T 0 | 10
0 - 0 -
Lifandi Apoptdsa Daudar Lifandi Apoptésa Daudar
Astand fruma Astand fruma

Mynd 10 Lyfjanaemisproéf a Cytarabine.

Myndin synir lifun og frumudauda eftir 72 klukkustundir og 1 viku i reektun. Ut fra pessum
nidurstddum var styrkleiki Cytarabine i rannsdkninni dkvedinn, 200 ng. Myndin synir medaltal
og stadalskekkju en & bakvid lyfjaneemispréf an lyfja eru fimm sjiklingar en a bakvid
Cytarabine lyfjangemi eru 4 sjuklingar.
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Lyfjanaemispréf - An lyfja Lyfjanaemisprof - 50 ng
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Mynd 11 Lyfjansemisprof & Idarubicin.

’

Myndin synir lifun og frumudauda eftir 72 klukkustundir og 1 viku i reektun. Ut fra pessum
nidurstddum var styrkleiki Idarubicin i rannsékninni akvedinn, 50 ng. Myndin synir medaltal
og stadalskekkju en a bakvid lyfjanaemispréf an lyfja eru fimm sjuklingar en & bakvid
Idarubicin lyfjaneemi er adeins einn sjuklingur.

Lyfjanamisproéf - An lyfja Lyfjanaemispréf- 10 uM
80 Fludarabine
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Mynd 12 Lyfjaneemisprof & Fludarabine.

Myndin synir lifun og frumudauda eftir 72 klukkustundir og 1 viku i raektun. Ut fra pessum
nidurstddum var styrkleiki Fludarabine i rannsékninni akvedinn, 20 pM. Myndin synir medaltal
og stadalskekkju en & bakvid lyfjaneemisprof an lyfja eru fimm sjuklingar en & bakvid
Fludarabine lyfjanaemi er adeins einn sjaklingur.
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Lyfjanamispréf - An lyfja Lyfjanaemisprof- 10 uM
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Mynd 13 Lyfjanaemispréf a Azacytidine.

Myndin synir lifun og frumudauda eftir 72 klukkustundir og 1 viku i reektun. Ut fra pessum
nidurstodum var styrkleiki Azacytidine i rannsékninni akvedinn, 20 pM. A bakvid
lyfjanzemisprof an lyfia eru fimm sjiklingar. A bakvid 10 puM Azacytidine i 72 klukkustundir
eru 5 sjiklingar en eftir 1 viku prir sjuklingar. A bakvid 20 og 50 uM Azacytidine eru tveir

sjuklingar. Myndin synir medaltal og stadalskekkju.

4.2 Ahrif Plerixafor & lifun og styrdan frumudauda

Einkjarna frumur ellefu hvitbleedissjuklinga voru einangradar med péttnistigulsadferd. Frumurnar voru

reektadar vio mismunandi skilyrdi p.e. an lyfja, med Plerixafor eingdngu, med krabbameinslyfjum

eingdngu og med baedi krabbameinslyfjum og Plerixafor. Styrdur frumudaudi var metinn fyrir reektun,

eftir 72 klukkustundir i reektun og eftir 1 viku i raektun med pvi ad lita frumur med Annexin V FITC og

Pl og meelt i frumuflaedisja. Nidurstdodurnar ma sja & mynd 14.
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A. An Iyfja B. Plerixafor
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Mynd 14 Mat & lifun og styrédum frumudauda AML fruma.

Myndin synir nidurstddur reektunnar hja 11 hvitbleedissjuklingum & frumudauda, lifun og
styroum frumudauda & premur timapunktum (fyrir raektun, eftir 72 klukkustundir og 1
viku) vid reektun an lyfja, med Plerixafor og med krabbameinslyfjunum fjérum med/an
Plerixafor. Myndin synir medaltal og stadalvillu.
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Markteekt feerri lifandi frumur voru i reektun eftir 72 kist med Cytarabine +/- Plerixafor, Idarubicin +/-
Plerixafor og Fludarabine +/- Plerixafor borid saman vid reektun an lyfja sbr t6flu 3. Ekki nadist po
marktaekur munur a fjélda lifandi fruma i reektun med Azacytidine og Plerixafor eftir 72 kist borid
saman vid reektun an lyfija (P= 0,051). i 6llum samsetningum krabbameinslyfija +/- Plerixafor var
marktaek aukning & daudum frumum eftir 72 kist i reektun midad vid raektun an lyfja en hins vegar var
eingbngu markteek aukning & styréum frumudauda i reektun med Cytarabine +/- Plerixafor, Idarubicin

og Fludarabine (tafla 3).

Tafla 3 Marktaekni milli raektunnar an lyfja og raektunnar med lyfjum eftir 72 klst.

Taflan synir P gildi sem var reiknad med T profi og Wilcoxon profi. Marktaekur munur
er ef P er £ 0,05 og er taknadur med raudu letri i t6flunni. Nidurstédur sem eru P £ 0,1
eru taknud med fjélublaau letri.

Markteekni an lyfja vs: Lifandi Styrour frumudaudi Daudar
T prof |Wilcoxon| T préf |Wilcoxon| T préf [Wilcoxon
Plerixafor 0,085 0,11 0,541 0,859 0,196 0,062
Cytarabine 0,016 0,004 0,021 0,026 0,018 0,004
Cytarabine+Plerixafor 0,012 0,016 0,027 0,033 0,013 0,013
Idarubicin 0,02 0,016 0,027 0,033 0,042 0,033
Idarubicin+Plerixafor 0,009 0,008 0,219 0,155 0,013 0,021
Fludarabine 0,011 0,003 0,028 0,033 0,009 0,016
Fludarabine+Plerixafor| 0,005 0,013 0,644 0,286 0,027 0,021
Azacytidine 0,141 0,066 0,998 0,173 0,045 0,011
Azacytidine+Plerixafor 0,08 0,051 0,619 0,515 0,038 0,028

Mynd 15 synir sulurit fyrir lifandi frumur eftir 72 klukkustundir eingébngu og ber saman mismunandi
krabbameinslyf og krabbameinslyf d4samt Plerixafor. A mynd 16 er styrdur frumudaudi af véldum
lyffanna borinn saman eftir 72 klukkustundir og @ mynd 17 er frumudaudi af véldum lyfjanna borinn

saman eftir 72 klukkustundir.
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Lifandi frumur eftir 72 klst raektun

m Lifandi

Mynd 15 Samanburdur a lifun fruma eftir 72 klukkustunda raektun.

Myndin synir hlutfall lifandi fruma eftir 72 klukkustunda reektun (medaltal 11

sjiklinga) an lyfja, med Plerixafor, krabbameinslyfjum og krabbameinslyfjum
asamt Plerixafor.

Med pvi ad bera saman nidurstddur lyffa med og an Plerixafor & mynd 15 sést ad ad feerri frumur

eru a lifi med med vidbeaettu Plerixafor vid reektun med Idarubicin og Azacytidine en ekki vid énnur
raektunarskilyroi.

Styréur frumudaudi eftir 72 kist
raektun

= NNWWA RO
@]d) (el el el ]

Hiutfall fruma (%)

E Apoptosa

Mynd 16 Samanburdur a styroum frumudauda eftir 72 klukkustunda raektun.

Myndin synir hlutfall fruma i styréum frumudauda eftir 72 klukkustunda raektun

(medaltal 11 sjuklinga) an lyfja, med Plerixafor, med krabbameinslyfjum og
krabbameinslyfjum asamt Plerixafor.
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Mynd 16 synir ad feerri frumur eru i styroum frumudauda eftir reektun med krabbameinslyfjum og
Plerixafor heldur en vid raektun eingdngu med krabbameinslyfjum.

Daudar frumur eftir 72 kist raektun

MMM WW A PRO
oo oO ;o

Hiutfall fruma (%)

m Daubar

Mynd 17 Daudar frumur eftir 72 klukkustunda reektun.

Myndin synir hlutfall daudra fruma eftir 72 klukkustunda reektun (medaltal 11

sjuklinga) an Iyfja, med Plerixafor, med krabbameinslyfjum og
krabbameinslyfjum asamt Plerixafor.

Med pvi ad bera saman nidurstédur a mynd 17 sést ad fleiri frumur eru daudar eftir reektun med

krabbameinslyfjum og Plerixafor en hja frumum raektudum eingdéngu med krabbameinslyfjum.

Tafla 4 Markteekni milli lyfja med og &n Plerixafor.

Taflan synir P gildi sem voru reiknud med T préfi og Wilcoxon profi. Marktaekur munur er ef P

er < 0,05 og er taknadur med raudu letri i téflunni. Nidurstédur sem eru < 0,1 eru taknud med
fiolublaau letri.

Marktaekni & milli: Lifandi Styrour frumudaudi Daudar
T prof Wilcoxon| T prof |Wilcoxon| T prof [Wilcoxon
Cytarabine / Cytarabine+Plerixafor 0,436 0,534 0,249 0,374 0,483 0,423
Idarubicin / Idarubicin+Plerixafor 0,086 0,131 0,44 0,79 0,188 0,155
Fludarabine / Fludarabine+Plerixafor 0,172 0,328 0,068 0,091 0,404 0,549
Azacytidine / Azacytidine+Plerixafor 0,038 0,075 0,558 0,767 0,197 0,066

Markteekur munur & lifun AML fruma raektudum med krabbameinslyfum med eda an Plerixafor
(tafla 4) fékkst adeins i einu tilfelli en pad var & milli Azacytidine og Azacytidine med Plerixafor. P gildid

er ekki langt fra marktaeknimdrkum i T préfi a lifun milli Idarubicine og Idarubicine med Plerixafor.
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SO0mu sogu er ad segja med baedi T prof og Wilcoxon prof a styréum frumudauda milli Fludarabine og
Fludarabine med Plerixafor.

Lifandi frumur eftir raektuni 1 viku
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Mynd 18 Lifandi frumur eftir 1 viku i raektun.

Myndin synir hlutfall lifandi fruma eftir reektun i 1 viku (medaltal 3 sjuklinga) an lyfja,
med Plerixafor, med krabbameinslyfjum og krabbameinslyfjum asamt Plerixafor.

Markteekni var ekki reiknud & nidurstddum reektana eftir 1 viku par sem paer nidurstédur byggja
adeins & premur sjuklingum. A mynd 18 sést munur & lifun & milli reektana med krabbameinslyfi og

reektana med krabbameinslyfi og Plerixafor, par sem faerri frumur eru lifandi med vidbeettu Plerixafor
nema med Fludarabine.
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Styrdur frumudaudi eftir reektuni 1 viku
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Mynd 19 Styrdur frumudaudi eftir 1 viku i raektun.

Myndin synir hlutfall fruma i styrdum frumudauda eftir reektun i 1 viku (medaltal 3

sjuklinga) an lyfja, med Plerixafor, med krabbameinslyfjum og krabbameinslyfjum
asamt Plerixafor.

A mynd 19 sést ad styrdur frumudaudi er aukinn i reektunum med krabbameinslyfi og Plerixafor
midad vid frumur reektadar med krabbameinslyfi eingdbngu, nema med Fludarabine.

Daudar frumur eftir reektun i 1 viku
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Mynd 20 Daudar frumur eftir 1 viku i raektun.

Myndin synir hlutfall daudra fruma eftir reektun i 1 viku (medaltal 3 sjuklinga) an lyfja,
med Plerixafor, med krabbameinslyfjum og krabbameinslyfjum asamt Plerixafor.
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A mynd 20 sést ad fleiri frumur eru daudar eftir reektun med krabbameinslyfi og Plerixafor heldur en

hja frumum reektudum med krabbameinslyfi einu og sér.

4.3 Ahrif Plerixafor & frumuskrid AML fruma i att ad CXCL12

Frumuskridstilraun var gerd a einkjarna frumum niu AML sjudklinga vid prjar adstaedur, pad er an lyfja,
med 1 pM Plerixafor og med 10 puM Plerixafor. Frumur sem ho6fdu skridid voru taldar a tveimur
timapunktum, eftir prjar klukkustundir og 24 klukkustundir. Nidurstédurnar ma sja i t6flu 5 og & mynd

21 ma sja nidurstddur fyrir sjakling 6, en a peirri mynd sjast ahrif Plerixafor & frumuskrid ad CXCL12.

Tafla 5 Plerixafor hindrar frumuskrid i att ad CXCL12.

Taflan synir medaltal talinna fruma ar frumuskridspréfi an lyfja,
med 1 uM Plerixafor og med 10 pM Plerixafor eftir prjar
klukkustundir og eftir 24 klukkustundir. Taflan synir medaltal,
stadalfravik og stadalvillu.

An Plerixafor 1 uM Plerixafor | 10 uM Plerixafor
Sjuklingur | 3 klIst | 24 kist 3 kist 24 Klst | 3 klst 24 klst
1 10000 X 10000 X X X
2 80000 | 85000 | 30000 20000 | 25000 | 30000
3 0 0 0 0 X X
4 45000 | 10000 5000 5000 0 0
6 150000 | 280000 [ 20000 | 40000 0 50000
7 30000 | 20000 0 0 X X
9 195000 | 115000 [ 110000 [ 70000 | 45000 5000
10 70000 5000 5000 10000 0 0
11 0 X 0 X X X
Medaltal 64444 73571 20000 20714| 14000 17000
Stadalfravik 68440 101231 35267 25889| 20433 22249
Stadalvilla 22813 38262 11756 9785 9138 9950

Gert var parad T prof og Wilcoxon prof til ad meta marktaeekan mun milli adstaedna. Markteekur
munur fékkst vid allar adsteedur midad vid frumuskrid an Plerixafor eftir 3 klukkustundir. Marktaekur
munur fékkst & frumuskridi eftir 3 klukkustundir med 1 uM Plerixafor og 10 uM Plerixafor. Marktaekni

frumuskridspréfs ma sja i toflu 6.
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Tafla 6 Marktaekni frumuskridsproéfs.

Taflan synir P gildi sem voru reiknud med T profi og Wilcoxon profi. Markteekur munur er ef P
er £ 0,05 og er taknadur med raudu letri i t6flunni. Nidurstédur sem eru < 0,1 eru taknud med
fiélublau letri.

An Pler 3 klst 1 uM Pler 3 klst 10 uM Pler 3 kist An Pler 24 kst 1 uM Pler 24 kist
T préf  |Wilcoxon Wilcoxon Wilcoxon Wilcoxon Wilcoxon

An Pler 3 klst
1 uM Pler 3 klst
10 uM Pler 3kist | 0,015 0,042

An Pler 24 kist | 0,773 0,463
1puM Pler 24 kist | 0,011 0,027
10 uM Pler 24 kist| 0,027 0,043

Frumuskrid sjuklings 6
300000

250000

£ 200000
=

150000

m 3klst

100000 m 24 kist

-
S
0
L

50000 -

0 _
OuM Pler 1uM Pler 10uM Pler
Styrkur Plerixafor

Mynd 21 Frumuskrid sjuklings 6.

Myndin synir nidurstodur frumuskrids hja sjuklingi 6 par sem &hrif
Plerixafor koma skyrt fram.
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4.4 Nidurstodur kéloniureektunar

Koéloniureektun var gerd a einkjarna frumum atta hvitbleedissjuklinga og frumulinunni KG-1la.
Koéloniureektunin var gerd & tveimur skalum vid prjar adsteedur, an lyfija, med 1 uM Plerixafor og 5 uM
Plerixafor. Voxtur kolénia var skodadur i smasja eftir 14 daga i reektun, pa voru kéloniur taldar og
flokkadar i tvo hépa, BFU-E og CFU-GM. Nidurstodur kdéléniureektunar sjuklinga ma sja i téflu 7 og
nidurstddur KG-1a i toflu 8.

Tafla 7 Koéléniureektun.

Taflan synir medaltal talinna koldnia ur reekt an lyfja, med 1 uM Plerixafor og 5
UM Plerixafor. Nidurstddunum er skipt upp i raudkorna koloniur (BFU-E) og
hvitkorna koéléniur (CFU-GM). Myndin synir medaltal, stadalfravik og

stadalskekkju.
Sjaklingur An lyfja 1 uM Plerixafor 5 uM Plerixafor
BFU-E CFU-GM BFU-E CFU-GM BFU-E CFU-GM

3 30 23 0 6 0 2,5

4 5 4,5 0 0 0 0

6 0 94 0 0,5 0 0

7 1 7 0 1 0 0

8 6,5 7 0,5 1 0 0

9 2 151 0 4,5 0 0

10 22,5 9,5 0 12 0 0,5

11 5,5 29,5 0 1 0 0,5
Medaltal 9,06 40,69 0,06 3,25 0,00 0,44
Stadalfravik 11,03 53,45 0,18 4,12 0,00 0,86
Stadalvilla 3,90 18,90 0,06 1,46 0,00 0,31

Markteekni var reiknud med Wilcoxon profi og fékkst markteekur munur & BFU-E kélénium
raektudum an lyfja og BFU-E kol6nium reektudum med 1 uM Plerixafor (P = 0,018) og BFU-E kélonium
raektudum an lyfja og med 5 uM Plerixafor (P = 0,018).

Markteekur munur fékkst a CFU-GM kélénium reektudum an lyfja og CFU-GM kélénium raektudum
med 1 uM Plerixafor (P = 0,017) og CFU-GM koélonium raektudum an lyfja og med 5 uM Plerixafor (P =
0,012).

Markteekur munur fékkst einnig a CFU-GM kélonium raektudum med 1 uM Plerixafor og CFU-GM
kélonium raektudum med 5 pM Plerixafor (P = 0,018).

Tafla 8 Kéloniureektun frumulinunnar KG-1a.

Taflan synir medaltal talinna kolonia ar raekt an lyfja, med 1 uM Plerixafor
og 5 pM Plerixafor. Nidurstddunum er skipt upp i raudkorna kéléniur (BFU-
E) og hvitkorna koéléniur (CFU-GM).

Frumulina An lyfja 1 pM Plerixafor 5 puM Plerixafor
BFU-E CFU-GM BFU-E CFU-GM | BFU-E | CFU-GM
KG-1a >200 1 53,5 0 0 0
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4.5 Tjaning AML fruma

Einkjarna frumur sem voru einangradar Ur bl6di patttakanda voru litadar med fliormerktum moétefnum
gegn Yyfirbordssameindum sem eru einkennandi fyrir AML frumur. Tjaning sameindanna var meeld {
frumuflaedisja. Nidurstddurnar voru tilkadar og mé sja nidurstddur tveggja sjiklinga i téflu 9 en hina
niu sjiklingana ma sja i vidauka 1. begar tjaning breytist fra upphafspunkti reektunar (0 punkti) er

tjaningin taknud mead raudu letri.

Tafla 9 Tjaning & yfirbordssameindum AML fruma vid mismunandi reektunaradstaedur.

Taflan synir tjaningu yfirbordssameinda sem eru einkennandi fyrir AML frumur. 0 p taknar
tjaningu fyrir reektun og + stendur fyrir reektun an lyfja. Nidurstédurnar eru tdknadar sem pos
sé tjaning til stadar en neg sé engin tjaning. Ef breyting er & tjaningunni fra 0 punkti er hdn
taknud med raudu letri.

Sjuklingur 4
Op + Pler Cyta Cyt+Ple Ida Ida+Ple Fluda [Fluda+Ple
CD 117 pos pos pos pos pos neg neg pos pos
CD 34 pos pos pos pos pos neg pos pos neg
CD 184 pos pos neg pos neg neg neg pos neg
CD 14 neg pos neg pos neg neg neg neg neg
CD 33 pos pos pos pos pos pos pos pos pos
CD 13 pos pos pos pos pos pos pos pos pos
CD 133 pos pos neg neg neg neg neg neg neg
CD 11b pos pos pos pos pos neg neg pos pos
CD 1lic pos pos pos pos pos neg neg pos pos
Sjuklingur 5
Op + Pler Cyta Cyt+Ple Ida ldat+Ple Fluda [Fludat+Ple
CD 117 pos pos pos pos pos pos pos pos pos
CD 34 pos pos pos pos pos pos pos pos pos
CD 184 neg neg neg neg neg neg neg neg neg
CDh 14 pos neg neg neg neg neg neg neg neg
CD 33 pos pos pos pos pos pos pos pos pos
CD 13 pos pos pos pos pos pos pos pos pos
CD 133 pos pos pos pos pos neg neg pos pos
CD 11b pos pos pos pos pos pos neg pos pos
CD 11c pos neg neg neg neg neg neg neg neg

I toflu 9 sjast breytingar & tjaningu fruma fra upphafspunkti (taknad med raudu letri) en allar
breytingarnar eru fra pvi ad frumur tjA sameindir yfir i enga tjaningu. Tjaning & CD184 helst i hendur
vid reektun med og an Plerixafor. Sameindirnar CD11b og CD11c benda til aukinnar Gtproskunar
fruma séu peer jakvaedar en i toflunni sést ekki breyting & CD11b og CD11c Ur neikvaedu i jakveeda

tjaningu.
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5 Umraeda

Mikil porf er a beettum medferdartrreedum i brada mergfrumuhvitbleedi. Erfitt hefur verid ad finna hina
eina réttu medferd par sem meingerd sjukdémsins er svo flékin, en pa er naudsynlegt ad kafa nidur i
hinar minnstu sameindir fruma i leit ad lsekningu. | pessari rannsokn var einblint & vidtakann CXCR4
par sem samspil hans vid hefébundin krabbameinslyf med og &n efnatoghemilsins Plerixafor var
skodad. Til ad meta pessi ahrif voru settar upp tvenns konar frumureektanir, annarsvegar hefébundin
reekt med RPMI eeti par sem lifun og tjaning fruma med og an lyfja var metin og hinsvegar kéléniuraekt
par sem Gtproskun fruma var metin med peim fjdlda kélénia sem frumurnar gatu myndad. Einnig var
sett upp frumuskridspréf til ad meta virkni Plerixafor til ad hindra frumuskrid i att ad CXCL12.
Rannsoéknin stadfestir nidurstdédur forrannséknarinnar (Bjornsdéttir, 2013), ao
frumureektunarmadelid sem var hannad i forrannsokninni virkar til ad skoda lyfjaneemi AML fruma vid
krabbameinslyfjum og efnatoghemlinum Plerixafor. Plerixafor synir tilhneigingu til ad auka frumudauda
pratt fyrir ad marktaekur munur faist adeins & lifun milli Azacytidine og Azacytidine med Plerixafor. Ahrif
Plerixafor & frumudauda fara hinsvegar ekki & milli mala i kéléniureektunum og faest markteekur munur
a milli kélénia reektudum med eda an Plerixafor. Synt er fram a haefni Plerixafor til ad hindra
frumuskrid i att ad CXCL12. Ekki er synt fram a ad Plerixafor auki Gtproskun fruma i kéloniureektun né

med breytingum a tjaningu yfirbordssameinda.

5.1 Lyfjanaemisprof

Rannsoéknin hofst & lyffanaemispré6fum par sem ahrif mismunandi styrkleika krabbameinslyfja a AML
frumur voru rannsokud. Ahrifin voru rannsokud & einkjarna frumum AML sjiklinga sem voru
einangradar Ur bl6di eda beinmerg og raektadar med mismunandi styrkjum krabbameinslyfja en midad
var vid ad finna hentugan styrk sem myndi gefa lifun upp 4 50%. Med pvi ad halda 50% fruma lifandi
var heegt ad meta ahrif Plerixafor & frumudauda.

Nidurstodur lyfjansemispréfs & Cytarabine & mynd 10 synir ad 200 ng Cytarabine gefur lifun upp a
55% og samsvarar pvi sem hentugur styrkur til ad meta frumudauda ad vidbaettu Plerixafor og var pvi
valinn. Nidurstodur & lyfjaneemisproéfi a Idarubicin & mynd 11 synir ad 50 ng Idarubicin gefur 52% lifun
og var pvi valinn sem hentugur styrkur. pratt fyrir ad Idarubicin hafi adeins verid pr6fad a einum
sjukling byggoist mat a styrkleika Idarubicin einnig & nidurstédum forrannséknarinnar (Bjérnsdottir,
2013). Nidurstoour & lyfjaneemispréfi a Fludarabine a mynd 12 synir ad 20 uM Fludarabine gefur 53%
lifun og var pvi valinn hentugur styrkur. Adeins einn sjaklingur stendur & bakvid styrkleikann 20 pM
Fludarabine en buid var ad rannsaka laegri styrki & tveimur sjaklingum par & medal 10 pM sem gaf
lifun upp & 57% sem benti til pess ad 20 pM veeri liklegur styrkur. Fludarabine er frabrugdid hinum
krabbameinslyfjunum i rannsékninni ad pvi leiti ad pad er langvirkara og halda drapsahrif pess afram
eftir 1 viku i reektun & medan helmingunartimi hinna lyfjana er pad stuttur ad pau eru heett ad drepa
frumurnar og paer frumur sem lifdu af byrja ad fjolga sér. Nidurstodur a lyfjansemisprofi & Azacytidine a
mynd 13 synir ad nidurstodur eru ofullnaegjandi par sem valid var ad nota 20 uM styrk sem gefur rima
70% lifun en pad er ekki marktaeekur munur & peim styrkleika vid raektun an lyfja. Neesti styrkleiki sem

var préfadur & Azacytidine er 50 pM sem gefur 45% lifun sem er heldur l&g en ad pvi ségdu hefdi
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hentugur styrkur af Azacytidine sem gefur um 50% lifun veri® & milli 20 og 50 uM. Asteedan fyrir pvi ad
ekki naoist ad gera Azacytidine lyfjaneemi var ad skortur vard & lyfinu i langan tima og pegar pad
fékkst aftur var ordin of skammur timi til ad setja upp fleiri lyfjanaemi og 20 uM talinn hentugur styrkur.
Nidurstodur lyfjanaemisproéfsins stadfesta paer visbendingar sem fengust i forrannsékninni ad haegt
veeri ad skoda virkni krabbameinslyfja & pennan hatt. Rannséknir hafa adur verid gerdar a lyfjanaemi
Cytarabine, Idarubicin og Azacytidine pegar lyfin voru ny & markadi en frumuraektunum hefur farid
fram sidan pa pannig ad moguleiki veeri & ad endurskoda pessar rannsoknir med bsettum adferdum
(Curtis o.fl., 1995; Nara o.fl., 1986; Wang o.fl., 1987). Lyfjaneemispr6f med MTT adferd hefur verid

gerd a Fludarabine & AML frumum Ur bérnum og gaf géda raun (Hubeek o.fl., 2006).

5.2 Ahrif Plerixafor & lifun og styrdan frumudauda hvitblaedisfruma
Frumuraektunarmaédelid var sett upp & AML frumum ellefu sjdklinga eftir ad hentugir styrkleikar ar
lyfjansemisprofi lagu fyrir med pvi markmidi ad meta ahrif Plerixafor & lifun og styrdan frumudauda.
Nidurstddurnar i toflum og myndum er ad finna i kafla 4.2.

Reektad var an lyfja til ad meta breytingu a lifun fruma vegna breyttra adsteedna en AML frumur eru
mjog viokvaemar fyrir raektun, hja sjiklingum 4, 7 og 10 voru til ad mynda innan vid 10% fruma lifandi
eftir 72 klukkustunda reektun an lyfja. bessir sjiklingar voru engu ad sidur haféir med i Gtreikningum
par sem ahrif lyfja saust i flestum tilfellum.

Reektad var med Plerixafor til ad meta &hrif pess a lifun og styrdan frumudauda &an
krabbameinslyfja i reekt en ekki fékkst p6é markteekur munur milli reektunnar med Plerixafor og
reektunnar an lyfja. Raektad var med lagmarksstyrkleika Plerixafor, 1 pmol, en pad hefdi purft ad reekta
frumur med Plerixafor i haerri styrkleika til ad athuga hvort markteekur munur myndi fast par sem P
gildio er ekki langt fra pvi ad vera marktaekt med pérudu T préfi eda 0,085.

Reektad var med krabbameinslyfi annarsvegar og hinsvegar med baedi krabbameinslyfi og
Plerixafor til a® meta muninn a lifun og styroum frumudauda. Markteekur munur milli pessara
adsteedna fékkst adeins & milli Azacytidine med og an Plerixafor med T proéfi (P = 0,038). P gildid er
ekki langt frA marktseknimorkum i T profi & lifun milli Idarubicine og Idarubicine med Plerixafor. S6mu
sbgu er ad segja med baedi T préf og Wilcoxon préf & styroum frumudauda milli Fludarabine og
Fludarabine med Plerixafor. bessar nidurstddur er ad finna i téflu 4. bar sem P qildid er ekki langt fra
marktaekni i sumum tilfellum bendir aftur til pess ad raekta hefdi matt med haerri styrkleika Plerixafor en
pad sem spilar steersta hlutverkio i pessum utreikningum er litill fjoldi sjiklinga. Fjoldi sjuklinga sem
settir voru upp i frumureektunarmadelid voru ellefu & atta manada timabili en pad verdur ad teljast gott
midad vid laga tidni sjukdomsins. | tolfraedilegum Gtreikningum fast vissulega sterkari nidurstodur sé
fioldinn meiri. Athygli skal vakin & pvi ad krabbameinslyf med Plerixafor jok frumudauda lika hja
sjuklingum sem tjadu ekki CXCR4.

Frumur priggja einstaklinga voru reektadar i frumureektunarmddelinu i eina viku og mé& sja
nidurstddur & myndum 18, 19 og 20. Marktaekni var ekki reiknud vegna litils fidlda pattakanda en ef
sulur eru bornar saman ma sja & mynd 18 mun & lifun & milli reektana med krabbameinslyfi og raektana
med krabbameinslyfi og Plerixafor, par sem feerri frumur eru lifandi med vidbaettu Plerixafor nema hja
Fludarabine. A mynd 19 sést munur & styrdum frumudauda & milli reektana med krabbameinslyfi og

reektana med krabbameinslyfi og Plerixafor, par sem fleiri frumur eru i styrdum frumudauda med
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viobeettu Plerixafor nema hja Fludarabine. Munur a daudum frumum & milli reektana med
krabbameinslyfjum og raektana med krabbameinslyfi og Plerixafor ma sja & mynd 20 en par eru fleiri
frumur daudar med vidbaettu Plerixafor. bessar nidurstédur benda til pess ad Plerixafor hafi
langverkandi ahrif.

Samanburdur & timapunktum raektanna a mynd 14 synir ad i 6llum tilfellum nema hja frumum
reektudum med Fludarabine med og an Plerixafor eru fleiri frumur lifandi eftir raektun i eina viku midad
vid frumur reektadar i 72 klukkustundir. betta stafar af helmingunartima krabbameinslyfjanna en fyrir
Azacytidine er hann 3,5 — 4,2 klukkustundir, fyrir Cytarabine er helmingunartimi upphafsfasa 10 — 15
minGtur og heegari loka fasi er 2,5 — 3 klukkustundir, fyrir Idarubicin er helmingunartiminn 18
klukkustundir og helmingunartimi afleidu ldarubicin sem nefnist Idarybicinol er 50 klukkustundir,
helmingunartimi fyrri fasa Fludarabine er 0,6 klukkustundir og seinni fasa 9,3 klukkustundir.

Préfad var ad setja frumur tveggja AML sjaklinga upp i reektun med Plerixafor i 72 klukkustundir en
ad peim loknum var krabbameinslyfum beett Gt i og reektad i & adrar 72 klukkustundir (samtals sex
sélarhringar). Lifun og styrdur frumudaudi var metinn eftir reektunina med Annexin V FITC og PI.
Nidurstodurnar leiddu i ljés ad pegar Cytarabine var baett Ut i reektun med Plerixafor jokst frumudaudi
midad vio frumuraektun med Cytarabine par sem Plerixafor var sett Ut i & sama tima (nidurstédur ekki
syndar). Onnur krabameinslyf syndu ekki fram & mun milli reektanna.

Rannsoéknin gefur akvednar visbendingar um ad Plerixafor geti aukid frumudauda AML fruma.
petta eru svipadar nidurstédur og Tavor og félagar birtu arido 2004 en i rannsékn peirra var notast vid
Onaemisbhaeldar mys med mennskum AML frumum. Med pvi ad baeta CXCL12 vid frumur sem tja
CXCR4 jokst lifun frumanna. begar Plerixafor var baett i rannséknarmédelid hindradi pad CXCR4
vidtakann og lifun AML frumanna sem tja vidtakann minnkadi (Tavor o.fl., 2004). Tavor og félagar
gerdu einnig rannsékn & ahrifum Plerixafor & lifun AML frumulinunnar U937 i reektun i sjo til niu daga
og fengu peer nidurstdédur ad allt ad 90% fruma reektudum med Plerixafor d6 (Tavor o.fl., 2008).
Pessar nidurstddur stydja peer visbendingar sem fengust Ur reektunum eftir eina viku ad Plerixafor hafi
langverkandi ahrif.

Liesveld og félagar gatu ekki synt fram & ad Plerixafor hefdi bein ahrif & lifun, styrdan frumudauda
né frumufjélgun AML blasta. Pau préfudu ad forreekta frumur med CXCL12 og beettu svo Plerixafor
vid, en pad hafdi engin &hrif & frumurnar (Liesveld o.fl., 2007).

Nervi og félagar syndu fram & ad med pvi ad gefa misum med AML Plerixafor urdu 1,6 sinnum
fleiri hvit blodkorn i bl6dras musa og blastar i blédrasinni jukust um nifallt. Peir skodudu einnig ahrif
Plerixafor & lyffamedferd i masum og komust ad pvi ad AML frumur urdu naemari fyrir Cytarabine og
jokst lifun muisanna med pvi ad beeta Plerixafor i medferd, midad vid mys sem fengu enga medferd og
mys sem fengu adeins Cytarabine (Nervi o.fl., 2009).

Talid er ad Plerixafor auki styrdan frumudauda med pvi ad hindra ymis innanfrumuferli sem virkjast
pegar CXCR4 og CXCL12 bindast. bar & medal eru lifunarferlar, sem CXCL12 virkjar eins og MAP
kinasa ferlio, AKT ferlid og/eda virkjun BAD sem er frumudaudaprétein sem CXCL12 hindrar (Teicher
o.fl., 2010).

Uy og félagar gerdu in vivo rannsokn & &hrifum Plerixafors i AML sjuklingum, nidurstédurnar syndu

fram & ad tilfeersla AML blasta i bl6dras jokst tvofalt i sjaklingunum. Rannséknin syndi fram a ad
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raunheefur kostur er ad sameina Plerixafor vid 6nnur krabbameinslyf i lyfjamedferoum AML sjiklinga
(Uy o.fl., 2012).

Vinna vio ad préa oflugari efnatoghemla er a fullu skridi en POL5551 er nyr efnatoghemill sem
hindar bindingu CXCR4 vid CXCL12. Rannsékn a virkni POL5551 i mUsum bendir til ad hann virki
fljétt og sé gbaur til ad feera blodmyndandi stofnfrumur Gr beinmergnum og i blédrasina og ad su virkni
sé skilvirkari er Plerixafor og G-CSF (Karpova o.fl., 2013).

Pad eru ekki bara efnatoghemlar sem hafa ahrif & CXCR4 en Gul og félagar hafa synt fram a ad
Valproic syra hafi ahrif a tjaningu CXCR4 4 AML frumulinur. Hja CD34 neikveedum frumum minnkadi
Valproic syra tjAningu CXCR4 & yfirbordi frumanna med pvi ad minnka tjaningu a geni CXCR4, en par
med minnkadi frumuskrid ad CXCL12. Aftur & méti hja CD34 jakveedum frumum jok Valproic syran
yfirbordstjaningu CXCR4 og frumuskrid ad CXCL12 jokst pvi einnig. Ahrif Valproic syru & AML frumur
er pvi breytileg eftir proskastigi peirra (Gul o.fl., 2010).

Eftir pvi sem rannsoknir a efnatogviotakanum CXCR4 leida meira i ljés um mikilvaegi hans i AML
hefur &hugi a fleiri efnatogvidtokum vaknad. Synt hefur verid fram & ad efnatogvidtakinn CXCR2 og
bindill hans Interleukin 8 auki sedamyndun, meinvarpsmyndun og énaemi gegn krabbameinslyfjum i
&xlum. Schinke og félagar syndu fram & ad i AML frumulinum er CXCR2 yfirtjadur og ad
efnatoghemillinn SB-332235 sem hindrar CXCR2 jok styrdan frumudauda AML fruma og minnkadi
kéloniuvoxt AML fruma (Schinke o.fl., 2013).

5.3 Ahrif Plerixfor & Gtproskun hvitbleedisfruma

Synt hefur verid fram & vidteek ahrif Plerixafor par & medal &hrifum pess a utproskun fruma (Tavor
o.fl., 2008). Til ad kanna pessi ahrif voru settar upp koloniureektanir en nidurstédur Gr peim ma sja i
kafla 4.4 auk pess sem litad var fyrir yfirbordssameindum AML fruma en paer nidurstédur eru ad finna i
kafla 4.5.

Ef ahrif Plerixafor a kéloniuraektanir er skodud virdist vera ad Plerixafor hafi frekar letjandi ahrif a
Utproskun hvitbleedisfrumanna heldur en ad auka hana. Kéloniur sem raektadar voru med Plerixafor
voru mun minni en kéléniur reektadar an lyfja. Pad sem koloniureektanirnar syndu frekar fram a var
ahrif Plerixafor a frumudauda og langtima &hrif pess, par sem paer frumur sem eru raektadar med
Plerixafor deyja og mynda faar eda engar koléniur.

Litad var fyrir yfirbordssameindum hvitblaedisfruma med flGiormerktum moétefnum og meelt |
frumuflaedisja. Tjaningin er einstaklingsbundin en markmidid med tilraununum var ad skoda hvort
tjaning hja frumunum myndi breytast i raekt med og an krabbameinslyfja og med og an Plerixafor.
Nidurstédurnar ma sja i kafla 4.5 og vidauka 1.

Breytileiki sem kemur fram a tjAningu yfirbordssameinda ma mestmegnis rekja til frumudauda. pad
sem er dhugaverdast ad lesa Gt Ur pessum t6éflum er ad pegar frumur eru raektadar er med Plerixafor
sést ad Iyfid er ad bindast vidtaka sinum par sem engin tjaning & CD184 meelist hja frumunum en pad
skyrist af pvi ad vidtakinn er bundinn Plerixafor. Skodud var tjaning a sameindunum CD11b og CD11c
en Ut fra peim sameindum er haegt ad meta proska frumanna, en samkvaemt nidurstédum a tjaningu
CD11b og CD11c vard ekki Gtproskun a hvitbleedisfrumunum. Pessar nidurstdour styrkja pvi frekar

tilgatur um ad Plerixafor auki frumudauda.
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Tjaning & CXCR4 er mismunandi eftir undirflokkum AML en litil tjaning er & MO, M1, M2 og M6 en
meiri tjaning & proskadari frumum eins og i M3, M4 og M5 (Gul o.fl, 2010). betta er alveg
samsvarandi vio tjaningu sjuklinganna i rannsékninni og greiningu peirra en hana ma finna i t6flu 1.

Tavor og félagar gerdu rannsékn arid 2008 par sem peir reektudu AML frumur sjiklinga og AML
frumulinur, par & medal U937, med Plerixafor. beir fengu peer nidurstédur ad frumur raektadar i 9 daga
med Plerixafor syndu marktaekan mun & Utproskun baedi i smasja, par sem frumur fengu fleiri grantlur
og foru ad likjast makréfogum, og med métefnalitun, par sem tjaning a CD15 og CD11b jékst, midad
vio frumur reektadar an Plerixafor (Tavor o.fl.,, 2008). Liesveld og félagar fengu aftur a méti pa
nidurstédu i sinum rannséknum ad Plerixafor hefdi letjandi &hrif & Gtproskun AML fruma med
kéloniuraektun (Liesveld o.fl.,, 2007). Astaedan fyrir pessum mun & rannsoknunum liggur mogulega i
skammtastaerd Plerixafor en minni skammtur var notadur i pessari rannsékn (1umaél/ml) heldur en i

rannsékn Liesveld (0,1 — 1 mg/mL) og rannsékn Tavor (10ug/mL).

5.4 Ahrif Plerixafor & frumuskrid hvitbleedisfruma

Frumuskridstilraun var gerd a einkjarna frumum niu AML sjiklinga vid prjar adstaedur pad er an lyfja,
med 1 pM Plerixafor og med 10 pM Plerixafor. Frumur sem hofou skridid voru taldar a tveimur
timapunktum, eftir prjar klukkustundir og 24 klukkustundir. Nidurstédurnar ma sja i t6flu 5 og a mynd
21 ma sja nidurstodur fyrir sjukling 6, en & peirri mynd sjast ahrif Plerixafor & frumuskrid ad CXCL12
mjog vel og pad er ekki had styrkleika Plerixafor par sem lagmarksstyrkleiki (1 pumol) synir haefni
Plerixafor ad hindra frumuskrid ad CXCL12. Marktaekur munur fékkst & frumuskridi vio allar adsteedur
(1 og 10 pM Plerixafor eftir 3 og 24 klukkustundir og &n Plerixafor eftir 24 klukkustundir) midad vio
frumuskrid an Plerixafor eftir 3 klukkustundir. Markteekur munur fékkst & frumuskridi eftir 3
klukkustundir med 1 puM Plerixafor og 10 uM Plerixafor. Ekki kom fram minnkun & frumuskridi hja
sjuklingi 1 med Plerixafor en pad er utaf pvi ad viokomandi var ekki med CXCR4 tjaningu a
hvitblaedisfrumunum.

Pessar nidurstddur samsvara fyrri nidurstdum en Liesveld og félagar kénnudu einnig &hrif
Plerixafor & frumuskrid heilbrigdra CD34 jakveedra fruma og AML blasta ad CXCL12 i gegnum
naflastrengs pekjufrumulag (HUVEC) og beinmergspekjufrumulag. Tilraunin var sett upp vid
mismunandi styrki Plerixafor fr4 0,01 mg/mL ad 1 mg/mL en eins og i pessari rannsokn var ekki munur
a frumuskridi med auknum styrkleika Plerixafor fra 0,1 mg/mL og upp i 1 mg/mL (Liesveld o.fl., 2007).
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6 Alyktanir

Rannsoknin synir fram a ad haegt sé ad meta ahrif mismunandi styrkleika krabbameinslyfja a
hvitblaedisfrumur sjuklinga i einféldu frumuraektunarmaodeli og pannig meta neemi illkynja fruma gegn
krabbameinslyfjum. Pessi adferd gaeti mogulega nyst vid val krabbameinslyfjamedferdar hja
sjuklingum sem svara illa krabbameinslyfjamedferd. Rannsoknin synir fram & tilhneigingu Plerixafor til
ad auka frumudauda med pekktum krabbameinslyfjum i frumuraektunarmaédelinu en ahrif Plerixafor &
frumudauda eru hinsvegar skyr i kéléniureektunum. Ekki er synt fram & ad Plerixafor auki Utproskun
fruma i koéléniursektun né med breytingum & tjaningu yfirbordssameinda. Synt er fram a heefni
Plerixafor til ad hindra frumuskrid i att ad CXCL12.

Helstu gallar ranns6knarinnar er litill ranns6knarhépur en erfitt er ad alykta Gt frad svo litlu pydi.
Skammtasteerd Azacytidine hefdi purft ad vera heerri en pratt fyrir pad var synt fram & marktaekan mun
milli reektunnar med Azacytidine og Azacytidine asamt Plerixafor.

Neestu skref eru ad skoda ahrif Plerixafor a frumulinurnar sem fengust fra Liesveld. Skodud verda

ahrif aukins styrks af Plerixafor i samspili med krabbameinslyfjum og lyfjanaemi frumulinanna kannad.
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Sjuklingur 1

op + Pler Cyta Cyt+Ple lda Ida+Ple Fluda |[FludatPle| Aza AzatPle
CD 117 pos pos pos pos pos pos pos pos pos pos pos
CD 34 pos pos pos pos pos pos pos pos pos pos pos
CD 184 neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg
CD 14 pos neg pos neg pos pos pos pos pos pos pos
CD 33 pos pos pos pos pos pos pos pos pos pos pos
CD 13 pos pos pos pos pos pos pos pos pos pos pos
CD 133 pos pos pos pos pos pos pos pos pos pos pos
CD 11b pos pos pos neg pos pos pos pos pos pos pos
CD 11c pos pos pos pos pos pos pos pos pos pos pos
Sjuklingur 2
0p + Pler Cyta Cyt+Ple Ida lda+Ple Fluda |FludatPle| Aza AzatPle
CD 117 pos neg pos neg neg neg neg neg neg neg neg
CD 34 pos neg pos pos neg neg neg neg neg neg neg
CD 184 pos pos neg pos neg pos neg pos neg pos neg
CD 14 pos pos pos pos neg neg neg neg neg neg neg
CD 33 pos pos pos pos neg neg neg neg neg neg neg
CD 13 pos pos pos pos neg neg neg neg neg neg neg
CD 133 pos neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg
CD 11b pos pos pos pos neg neg neg neg neg neg neg
CD 1i1c pos pos pos pos neg neg neg neg neg neg neg
Sjuklingur 3
Op + Pler Cyta Cyt+Ple Ida Ida+Ple Fluda |[Fluda+Ple| Aza Aza+Ple
CD 117 pos pos pos pos pos pos pos pos pos pos pos
CD 34 pos pos pos pos pos pos pos pos pos pos pos
CD 184 pos pos neg pos neg pos neg pos neg pos neg
CD 14 neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg
CD 33 pos pos pos pos pos pos pos pos pos pos pos
CD 13 pos pos pos pos pos pos pos pos pos pos pos
CD 133 neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg
CD 11b pos pos pos pos pos pos pos pos pos pos pos
CD 1i1c pos pos pos pos pos pos pos pos pos pos pos
Sjuklingur 6
0p + Pler Cyta Cyt+Ple Ida Ida+Ple Fluda |[Fludat+Ple| Aza Aza+Ple
CD 117 pos pos pos pos pos pos pos pos pos pos pos
CD 34 pos pos pos pos pos pos pos pos pos pos pos
CD 184 pos pos neg neg neg neg neg neg neg neg neg
CD 14 pos neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg
CD 33 pos pos pos pos pos pos pos pos pos pos pos
CD 13 pos pos pos pos pos pos pos pos pos pos pos
CD 133 pos pos pos pos pos pos pos pos pos pos pos
CD 11b pos neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg
CD 1i1c pos pos pos pos pos pos pos pos pos pos pos
Sjuklingur 7
op + Pler Cyta Cyt+Ple Ida Ida+Ple Fluda |[Fludat+Ple| Aza Aza+Ple
CD 117 neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg
CD 34 pos pos pos pos neg pos pos pos pos pos pos
CD 184 pos pos neg pos neg pos neg pos neg pos neg
CD 14 pos pos pos pos pos pos pos pos pos pos pos
CD 33 pos pos pos pos neg pos pos pos pos pos pos
CD 13 pos pos pos pos pos pos pos pos pos pos pos
CD 133 neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg
CD 11b pos pos pos pos pos pos pos pos pos pos pos
CD 1i1c pos pos pos pos pos pos pos pos pos pos pos
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Sjuklingur 8

0p + Pler Cyta Cyt+Ple Ida lda+Ple Fluda |FludatPle| Aza AzatPle
CD 117 pos pos pos pos pos pos pos pos pos pos pos
CD 34 pos pos pos pos pos pos pos pos pos pos pos
CD 184 pos pos neg pos neg pos neg pos neg pos neg
CD 14 pos pos pos pos pos pos pos pos pos pos pos
CD 33 pos pos pos pos pos pos pos pos pos pos pos
CD 13 pos pos pos pos pos pos pos pos pos pos pos
CD 133 pos neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg
CD 11b pos pos pos pos pos pos pos pos pos pos pos
CD 1i1c pos pos pos pos pos pos pos pos pos pos pos
Sjuklingur 9
Op + Pler Cyta Cyt+Ple Ida Ida+Ple Fluda |[Fludat+Ple| Aza Aza+Ple
CD 117 pos pos pos pos pos pos pos pos pos pos pos
CD 34 pos pos pos pos pos pos pos pos pos pos pos
CD 184 pos pos neg pos neg neg neg pos neg neg neg
CD 14 neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg
CD 33 pos pos pos pos pos pos pos pos pos pos pos
CD 13 pos pos pos pos pos pos pos pos pos pos pos
CD 133 pos pos pos pos pos neg neg pos pos pos pos
CD 11b pos pos pos neg neg neg neg pos pos neg neg
CD 1i1c pos pos pos pos pos neg neg pos pos pos pos
Sjuklingur 10
Op + Pler Cyta Cyt+Ple Ida Ida+Ple Fluda |[Fludat+Ple| Aza Aza+Ple
CD 117 neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg
CD 34 pos pos pos pos pos pos pos pos pos pos pos
CD 184 pos pos neg pos neg pos neg pos neg pos neg
CD 14 neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg
CD 33 neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg
CD 13 pos pos pos pos pos pos pos pos pos pos pos
CD 133 pos pos pos pos pos pos pos pos pos pos pos
CD 11b neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg
CD 1i1c pos pos pos pos pos pos neg pos pos pos pos
Sjuklingur 11
op + Pler Cyta Cyt+Ple Ida Ida+Ple Fluda |[Fludat+Ple| Aza Aza+Ple
CD 117 pos pos pos pos pos pos pos pos pos pos pos
CD 34 pos pos pos pos pos pos pos pos pos pos pos
CD 184 pos neg neg pos neg pos neg pos neg neg neg
CD 14 pos pos pos pos pos neg neg pos pos pos pos
CD 33 pos pos pos pos pos pos pos pos pos pos pos
CD 13 pos pos pos pos pos pos pos pos pos pos pos
CD 133 pos pos pos pos pos neg neg pos pos pos pos
CD 11b pos pos pos pos pos pos pos pos pos pos pos
CD 11c pos pos pos neg pos neg neg neg neg neg neg
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AN A
-y 5
LANDSPITALI

HASKOLASS DKRAHOS HASKOLI iISLANDS

Upplyst sampykki fyrir patttoku i visindarannsdkninni:
,Ahrif efnatoghemilsins Plerixafor i brada mergfrumuhvitbladi“

Agaeti vidtakandi

Fyrirhugad er ad framkveema ofangreinda rannsékn en hidn er framhaldsrannsékn og
mastersverkefni i Lifeindafraedi vid Haskodla [slands. Leitad er til einstaklinga sem hafa nylega
greinst med brdda hvitbleedi og eru i medferd a Blodlekningadeild LSH. Upplysingar um
mogulega patttakendur voru fengnar hja leeknum Blédleekningadeildar.

Abyrgdarmadur rannséknar: Sigrin Reykdal, laeknir & Landspitala, simi: 825-5123, netfang:
sigrunre@landspitali.is

Adrir rannsakendur:

Snadis Birna Bjornsdéttir, mastersnemi i lifeindafraedi
iris Pétursdottir, lifeindafraedingur

Gudmundur Runarsson, leeknir

Pérarinn Gudjonsson, professor

Inntak rannséknar og markmid:

Synt hefur verid fram 4 ad ymis efni i blédi geta haft dhrif & svérun hvitbleedisfruma vid
lyfjamedferd p.a.m. svokalladur efnatogahemill Plerixafor. Markmid pessarar rannséknar er
ad kanna & rannsoéknarstofu lifun hvitblaedisfruma ur sjuklingum i navist Plerixafor og
krabbameinslyfja. Syni verda fengin hja einstaklingum i hvitbleedismedferd. Leyfi fyrir
rannsoékninni hefur verid fengid hja sidanefnd LSH og tilkynnt til Persénuverndar.

Hvad felst i patttoku?

Pegar pu parft ad fara i blédrannsdkn eda mergsynatoku verdur i eitt til tvo skipti tekid
aukalega 8 ml af blédi og 5-10 ml af mergsyni. Rannséknin stendur fra oktéber 2013 til juni
2014.

Pér ber engin skylda til ad taka patt i pessari visindarannsékn. bPu getur heett patttoku
hvenaer sem er, an eftirmala og pad hefur ekki ahrif a pa heilbrigdispjonustu sem pu faerd 3
Landspitala.

Ahztta og avinningur

Ekki er um auka aheettu ad raeda par sem engin syni verda tekin eingéngu vegna
rannséknarinnar. Enginn beinn avinningur er fyrir patttakendur. Vonast er til ad rannsdknin
geti sidar studlad ad nyjum medferdarmoguleikum hja sjaklingum med brada hvitblaedi.

64



Vardveisla og eyding gagna

Gogn verda vardveitt hja rannséknaradilum innan LSH. Ekki verdur unnid@ med nein
persénuleg gogn. Engin lifsyni verda vardveitt eftir rannsdkn.

Mér hefur verid kynntur tilgangur pessarar visindarannséknar og i hverju patttaka min er
félgin. Eg er sampykk(ur) patttdku.

Upplyst sampykki er i tviriti og heldur patttakandi eftir 6dru eintakinu.

Undirskrift pattakanda Dagsetning

Undirskrift dbyrgdamanns/rannsakenda Dagsetning

Ef pu hefur spurningar um rétt pinn sem pattakandi i pessari visindarannsékn eda vilt haetta patttoku
i rannsokninni getur pd snuid pér til sidanefndar Landspitala,Eirbergi v/Eiriksgtu, 101 Reykjavik, Simi
543-7465, fax 5431479, tolvupdstur: sidanefnd@landspitali.is
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