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Agrip
Hlutverk BLIMP1 og EZH2 i lifun Waldenstrém macroglobulinemia
Hofundur: Adalheidur Elin Larusdaottir.

Leidbeinandi: dr. Erna Magnusdattir.

Inngangur: Umritunarpatturinn BLIMP1 er naudsynlegur i proskun plasmafruma og seytingu
Onaemisgldbulins. BLIMP1 hamlar baedi gen sem 6rva frumuskiptingu og gen sem taka patt i proskun
B-fruma, adur en sérheefing i plasmafrumu hefst. Hlutverk BLIMP1 i B-frumukrabbameinum er
margpeett en pad hagar ymist sem aexlisbeeligen eda sexlisgen. EZH2 er hiuti fjlkamba beeliflokans 2
(e. Polycomb-Repressive Complex 2). EZH2 er histénmepyltransferasi, virki efnahvati flokans sem
baetir mepylhdépum & histéon H3 (H3K27) og & K26 & histéni H1. EZH2 kemur vid sbégu i proskun B-
fruma og er mikilveegt i lifun mergaexlis (e. multiple myeloma). Nyleg gégn benda til pess ad BLIMP1
og EZH2 vinni saman vid pbdggun ymissa gena i plasmablostum muisa. Waldemstrom
macroglobulinemia (hér eftir WM) er eitilfrumukrabbamein (e. lymphoid neoplasm) sem einkennist af
iferd i beinmerg og offramleidslu einstofna IgM métefnis. Virkni BLIMP1 og EZH2 i WM hefur ekki
verid skodad. Leitast var vid ad skoda ahrif BLIMP1 og EZH2 & lifun WM fruma.

Efnividur og adferdir: Unnid var med nylega WM frumulinu, RPCI-WMI. Klonar med nidursleetti (e.
knock-down) & EZH2 og BLIMP1 voru Gtbudnir. Ahrif nidurslattar EZH2 og BLIMP1 & frumuskiptingu og
frumudauda voru skodud i frumuflaedisja.

Nidurstodur: Nidurslattur & BLIMP1 og EZH2 hindrar frumuskiptingu med pvi ad styra RPCI-WMI
frumum yfir i frumudauda.

Alyktanir: EZH2 og BLIMP1 eru mikilveeg prétin i lifun RPCI-WMI fruma, an peirra lifa paer ekki af.
Gognin benda til pess ad i RPCI-WMI sé BLIMP1 exlisbeeligen. Rannsaka parf betur samvinnu EZH2

og BLIMP1 i WM i samhengi vid 6nnur prétin sem koma vid ségu i styroum frumudauda.
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Listi yfir skammstafanir

IgM — Onaemisglobulin M (e. Immunoglobulin M)

BLIMP1 — B-lymphocyte-induced maturation protein 1

MM — Mergeexli (e. multiple myeloma)

DLBCL — Dreift storfrumu B-eitileexli (e. diffuse large B cell ymphoma)
ABC DLBCL - Virkjadra B-frumu likt (e. activated B-cell like) DLBCL
WM — Waldenstrom macroglobulinemia

WHO - Alpjédaheilbrigdismalastofnunin (e. World Health Organization)

REAL - Endurskodad evropsk-ameriskt flokkunarkefi eitilkrabbameina (e. Revised European-

American Lymphoma classification criteria)

MGUS - Gb6dkynja einstofna métefnahaekkun (e. monoclonal gammopathy of uncertain significance)
EZH2 - Enhancer of zeste homolog 2

PRC2 — Fjolkamba baelifléki 2 (e. Polycomb-Repressive Complex 2)
PcG — Fjolkamba prétin (e. Polycomb group)

NcRNA — Long tédknlaus RNA (e. long non-coding RNA)

FBS — Bl6dsermi nautgripafésturs (e. Fetal Bovine Serum)

Co-IP — Métefnadtfelling tveggja prétina (e. Co-Immunoprecipitation)
PBS — Phosphate buffered saline

PMSF — Phenylmethylsulfonyl fluoride

MiRNA — MicroRNA

MRNA — MessengerRNA

TRE — Tetracyclin response element

rTA — Reverse tetracycline transactivator

CRISPR - Clustered regularly interspaced short palindromic repeats
CCPSR - CytoPainter Cell Proliferation Staining Reagent

Pl — Propidium iodide

PCR — Polymerase chain reaction

gPCR - real-time PCR / quantitative PCR
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1 Inngangur

Hér verdur teept & fraedilegum grunni rannsoknarverkefnisins. | undirkafla 1.1 verdur stuttlega raett
um proskun B-fruma og genaumrddun B-frumu vidtakans i proskunarferlinu. Enn fremur verdur
samspili umritunarpatta og hvernig B-frumur proskast i plasmafrumur lyst. | undirkafla 1.2 er
umritunarpaettinum BLIMP1 lyst og fjallad um hlutverk hans i proskun plasmafruma. Jafnframt er teept
& motsagnakenndu hlutverki hans i lifun ymissa B-frumu krabbameina. i undirkafla 1.3 er stiklad &
stéru um Waldenstrom macroglobuliemiu, eitilfrumukrabbamein sem einkennist af offramleidsliu
einstofna IgM moétefnis. | undirkafla 1.4 er fjallad um protinid EZH2, virkni pess og hlutverk i B-frumum.

1.1 Proskun plasmafruma

B-frumur er hépur fruma sem a yfirbordi sinu tja fjolbreytta Onaemisglébdlin vidtaka (e.
immunoglobulin) sem pekkja mismunandi motefnavaka (1). B-frumur eru undirflokkur eitilfruma (2).
peer eiga uppruna sinn i fyrsta stigs eitilvef (e. primary lymphoid tissue), lifrarvef og beinmerg a
fésturskeidi og proskast i annars stigs eitilvef (e. secondary lymphoid tissue) (1, 2). Nyjar B-frumur eru
stédugt framleiddar i beinmerg (2, 3). Uppruni allra B-fruma eru blédmyndandi stofnfrumur (e.
hematopoietic stem cells, HSCs) (2). Grunnvefsfrumur (e. stromal cells) beinmergs gegna pvi hlutverki
ad senda stofnfrumunum bod um sérheefingu, baedi med beinum frumutengslum og framleidslu
frumuboda (e. cytockine) og efnatoga (e. chemokine) (2). Umritunarpaettirnir (e. transcription factor)
E2A og EBF eru naudsynlegir til ad dkvarda sérhaefingu B-frumu og virkja fyrstu umrédun gena (e.
somatic recombination) (3). Pessir umritunarpaettir érva jafnframt tjaningu umritunarpéttarins PAX5
sem hamlar gen sem gegna ekki hlutverki i proskun B-fruma en 6rvar gen sem studla ad sérhaefingu
B-fruma (2, 4, 5).

Umrdédun 6naemisglobulingena i pungar og léttar kedjur er mikilveegur hluti proskunar B-
eitifruma. Fyrst a sér stad umrodun erfdaefnis par sem D, Jv og Vu, hlutum pungu kedju
O6naemisgldbulins er radad saman handahofskennt — en fruman hefur morg einték af hverjum hluta i
erfoaefni sinu (2). PAX5 tekur patt i pessu ferli (5). Eftir fyrstu umrédunina hefur forveri B-frumu
vidtakans (e. pre-B receptor) med y-punga kedju myndast en y-punga kedjan er myndud Ur stédugum
hluta Cy asamt D, JH og VH hlutum (2). beim frumum sem ekki mynda heila u-kedju er eyt (2). |
erfdamenginu eru nokkrar mismunandi gerdir af C hlutum pungu kedjunnar, y, o, y, € og a en peer
segja til um samseetugerd (e. class) 6naemisglébulinsins (2). bessari fyrstu umrddun og préfun fylgir
frumufjélgun og smaar forvera B-frumur myndast sem allar hafa sdmu pungu kedju (2). bvi naest & sér
stad umrédun a V og J hluta k léttrar kedju og sidan & A léttrar kedju. Ad lokum framleidir hver fruma
annad hvort k eda A sem parast vid p-punga kedju og myndar éneemisglébulin M (e. Immunoglobulin
M, hér eftir IgM) (2). Hlutfall proskadra B-fruma sem tja k létta kedju samanborid vid paer sem tja A létta
kedju er 65% k a moéti 35% A (2). Ridlist petta hlutfall gefur pad visbendingar um einkléna
eitilfrumusjukdom (2).

Eftir ad B-frumurnar hafa myndad IgM fara paer i gegnum val par sem frumum sem bindast
sjalfsmétefnavokum (e. self antigens) sterkt er eytt og peim sem bindast veikt eru évirkjadar (e.

anergy) (6). Frumurnar sem ekki bindast sjalfsmoétefnavokum ferdast Gr beinmergi i milta (2). A leidinni
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fara proskadar B-frumur & forstigi i millibilsastand (e. transitional stage), T1 og sidar T2 (7). | miltanu
proskast T2 B-frumur annad hvort i 6proskada randsteeda B-frumu (e. naive marginal-zone B cell) eda
Oproskadar langlifar belg B-frumur (e. follicular B-cells) (8). Randstaedar B-frumur eru fyrstu frumurnar
sem sérheefast i plasmafrumur i upphafi éneemissvars (9). Stadsetning peirra i miltanu gerir pad ad
verkum ad peer eru fyrstu B-frumurnar til ad komast i kynni vio moétefnavaka i bl6di og peer geta
virkjast an hjalpar T-fruma (8). T-frumur eru annar undirflokkur eitilfruma (2). broskadar belg B-frumur
sem komast i kynni vid métefnavaka og fa hjalp fra T-frumum bregdast einnig hratt vid og proskast i
plasmafrumur i upphafi myndunar énaemis. Onaemisglobulinvidtakar pessara fyrstu vidbragdsfruma
hafa ekki farid i gegnum punktstokkbreytingar (e. somatic hypermutation) og peer fara fljétlega i
styrdan frumudauda (e. apoptosis) (8). Vid drvun belg B-frumu med motefnavaka asamt bodum fra T-

frumu getur han farid i kimstdd (e. germinal centre) (8).

I kimstd er fjdlbreytni B-frumu vidtakanna aukin med punktstokkbreytingum (2). Akvedin ensim
mynda rifu (e. nick) i 6drum DNA bpeetti i breytilegum sveedum (e. variable region, V) kedju
Onaemisgldébulins og einnig skiptisveedum (e. switch regions) a milli C sveeda. bad getur leitt til pess ad
handahdéfskenndum basa er stungid inn i naestu frumuskiptingu en ef tvipatta brot myndast a
skiptisveedum getur samsaetugerd Onaemisglobulinsins breyst (e. class-switch recombination) (2).
Pegar samsaetugerdin breytist er stéduga hluta éneemisglébulins, Cy, skipt Ut fyrir annad C svaedi (2).
A medan kimfrumuhvarfid & sér stad hindra umritunarpeettirnir PAX5, BCL-6 og MITF umritunarpaetti
sem koma vid sbgu i proska plasmafruma, mikilveegt hlutverk BCL-6 er ad hindra BLIMP1 (B-
lymphocyte-induced maturation protein 1) (8, 10). Eftir kimfrumuhvarfid hafa myndast plasmafrumur
0og minnis B-frumur med vidtaka sem hafa mikla saekni i métefnavaka og tja breytta samsaetugerd
6naemisglébulins (8).

BLIMP1 er asamt IRF4, naudsynlegur umritunarpattur i proskun plasmafruma (8). Fruman parf
bod fra ©6drum frumum Onaemiskerfisins til pess ad tjaning BLIMP1 aukist en bod um
onaemisgldébalinvidtakann og CD40 asamt fjolmorgum frumubodefnum eru mikilveeg i pvi ferli (8).
BLIMP1 beelir tjaningu BCL-6, PAX5 og umritun prétina sem taka péatt i myndun punktstokkbreytinga
og breytinga i samseetugerd 6naemisglébulins (11).Vid baelingu PAX5 drvast tjaning umritunarpéttarins
XBP1 sem breytir B-frumunni i framleidslueiningu 6naemisglébulins (12). Plasmafrumur framleida seytt
form 6naemisglébulinividtakans (8). bessi umbreyting krefst aukinnar framleidslugetu frymisnets an
pess ad frumunni sé styrt yfir i frumudauda vegna of mikils alags (8). XBP1 drvar steekkun og virkni

hvatbera, steekkun frymisnets og i kjolfarid steekkar fruman (8).

Efnabod og yfirbordsvidtakar eru mikilveegir i ratvisi (e. homing) plasmafruma (8). Vidtakar hafa
ahrif 4 stadsetningu plasmafruma sem ferdast i att ad efnabodum, CXCRS5 bregst vid efnabodum fra
milta en CXCR4 og as-integrin bregdast vido efnabodum fra beinmergi og slimhidum (13, 14). Vio
proskun plasmafruma baelir BLIMP1 tjaningu yfirbordsvidtaka CXCR5 en érvar CXCR4 og as-integrin
(11, 15). pegar tjaning BLIMP1 er aukin ferdast pvi plasmafrumur i att ad beinmergi og slimhdadum.
Ramlega tveimur vikum eftir 6neemissvar hverfur megnid af plasmafrumum Ur milta en langlifar

plasmafrumur eru enn til stadar i beinmerg allt ad ari sidar (8).
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Rannsoknir hafa synt ad frumufjolgun er mikilvaegur pattur vid sérhaefingu B-fruma i
plasmafrumur(8). Adur en haegist & frumufjolguninni eykst tjaning BLIMP1 og frumurnar hafa pegar
byrjad ad seyta dnaemisgldbulini (8). B-frumur i kimfrumuhvarfi geta pvi polad genabreytingar og mikla
frumufjolgun an pess ad varnarkerfi fari i gang, til ad mynda stédvun a frumuhring eda ao ferill styrds
frumudauda hefjist (16). betta getur gert frumurnar vidkveemari fyrir illkynja stékkbreytingum og pannig
studlad ad préun yfir i krabbamein (16, 17).

1.2 BLIMP1

Umritunarpatturinn BLIMP1 er 98kDa protin i kjarna sem hefur fimm sinkfingur (e. zinc finger) sem
bindast DNA (18, 19). BLIMP1 er umritunarpattur sem beelir tjaningu fjiélmargra gena (11). Medal
annars beelir pad gen sem 6rva frumuskiptingu, pekkt markgen er m.a. c-myc, og einnig gen sem taka
pétt i proskun B-fruma medal annars genum sem eru mikilveeg i kimstéd (11, 20). Tjaning BLIMP1
naegir til ad akvarda sérhaefingu plasmafrumu & akvednu proskastigi B-frumu (19). Synt hefur verid
fram & ad BLIMP1 er naudsynlegt proska plasmafruma til ad paer seyti dnaemisglébulini (18). Jafnframt
er BLIMP1 naudsynlegt til ad tryggja langlifi plasmafruma i beinmerg (21).

Hlutverk BLIMP1 i lifun plasmafruma er margpaett. Til deemis vid nidurslatt (e. knockdown) a
BLIMP1 i frumulinum mergaexlis (e. multiple myeloma, hér eftir MM) eykst tjaning & prétininu BIM,
prétinid Mcl-1 baelist og kaspasar 9 og 3 virkjast (22). BIM 6rvar styrdan frumudauda og Mcl-1 hindrar
frumudauda og pvi eru samlegdarahrifin styrdur frumudaudi vid nidurslatt BLIMP1 i MM (22). Einnig
hefur verio synt i MM ad BLIMPL1 binst umritunarpeettinum AIOLOS sem hamlar styrdum frumudauda
(23).

Aftur & méti er vanvirkni BLIMP1 vid myndun dreifs storfrumu B-eitileexlis (e. diffuse large B cell
lymphoma, hér eftir DLBCL), 66ru B-frumu krabbameini, lyst sem mikilveegum hluta af meingerdinni
(24). bar er annad hvort galli i BLIMP1 prétininu eda stjornlaus tjaning Bcl-2 talin 6virkja BLIMP1 i
proun flestra undirflokkum DLBCL, medal annars virkjadra B-frumu liks (e. activated B-cell like, hér
eftir ABC) DLBCL (24). | ABC DLBCL lokar 6virkjun BLIMP1 Gtkomuleid Gr kimst6d en vié virkjunina
verdur ekki baeling & genum sem knyja frumuhringinn og pa sérhaefast B-frumur ekki i plasmafrumur

(24). | pvi samhengi er BLIMP1 eexlisbaeligen (e. tumor supressor gene) (24).

B1l-frumur eru frabrugdnar B-frumum i milta ad pvi leyti ad paer hafa B-frumu vidtaka af
takmarkadri fjlbreytni og geta virkjast an hjalpar T-frumu (2). betta eru frumur sem koma snemma
fram i fosturproskanum, fara i gegnum fabrotna genaendurrédun og seyta IgM maétefni adallega gegn
fiolsykrum (e. polysaccharide) (2). bessar frumur seyta svokolludum nattGrulegum motefnum (e.
natural antibodies) sem peer framleida an sjaanlegrar sykingar eda 6naemissvars (25). baer er ad finna
i lithimnu- og fleidruholi (2). Onaemisgldbdlin B1 fruma hafa ekki punktstokkbreytingar (26). BLIMP1 er
hvorki naudsynlegt i myndun B1 fruma né i vidhaldi peirra en verdur ad vera til stadar fyrir framleidslu
IgM (25).

1.3 Waldenstrém macroglobulinemia
Waldenstrém macroglobulinemia (hér eftir WM) er eitilfrumukrabbamein (e. lymphoid neoplasm) sem

einkennist af iferd i beinmerg og offramleidslu einstofna IgM moétefna (27, 28). WM flokkast undir
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eitifrumu- og plasmafrumulikt eitlakrabbamein (e. lymphoplasmacytic lymphoma) i flokkunarkerfi
Alpj6daheilbrigdismalastofnunarinnar (e. World Health Organization, WHO) og i endurskodudu
evropsk-amerisk flokkunakerfi eitilkrabbameina (e. Revised European-American Lymphoma (REAL)
classification criteria)(29). Midgildi aldurs vid greiningu er a milli 63 til 67 ara og 50-70% sjuklinga eru
karimenn (30). Sjukdémurinn er 6leeknandi og medallifun er um fimm ar en vegna has aldurs vid
greiningu deyr um helmingur sjiklinga af 6orum orsékum en WM (30). Helsta abending medferdar er
iferdo i beinmerg sem veldur frumufeed (e. cytopenia) og blédleysi (e. anaemia)(27). Sidar i
sjukdémsferlinu getur sjuklingur fengio aukna seigju (e. hyperviscosity) bl6ds og bldoflagnafaed (e.
thrombocytopenia) sem eykur heettu & blaedingum (27). Klinisku einkenni blédseigju eru blaedingar i
nef- og munnholi, blaeding i sjénhimnu auk einkenna fra taugakerfi (27). Blodleysi og bléoflagnafeed

getur einnig verid afleiding krabbameinsmedferdar (27).

Frumur WM eru taldar vera B-frumur sem hafa punktstokkbreyst og préast i krabbamein adur
en samsaetugerd motefnisins breytist (31, 32). WM er fyrst og fremst talinn stakstaedur (e. sporadic)
sjukdémur en hluti sjuklinga hefur fjdlskylduségu um WM og IgM godkynja einstofna métefnahaskkun
(e. monoclonal gammopathy of uncertain significance, hér eftir MGUS) (33). | sumum tilfellum proast
IgM MGUS yfir i WM (33). MYD88 stokkbreyting (L265P) sem einkennir meirihluta WM tilfella er notud
til ad greina sjukdéminn fra 66rum B-frumu krabbameinum og IgM MGUS (34). Algengasta
litningabreytingin i WM er brottfall dr litningi 6, ad hluta til eda ad 6llu leyti (35). Brottfall 6g21-22 i WM
er i yfir 50% sjuklinga en par er genid sem skrair fyrir BLIMP1, PRDM1, ad finna (36). bratt fyrir pad
hefur ekki verid synt fram a brottfall PRDM1 & badum samsaetum litnings 6 eda oOvirkjun i WM (37).
Einkennandi tjaning yfirbordsvidtaka WM er IgM+, CD5- , CD10- , CD19+, CD20+, CD23-, CD25+,
CD27+ og FMC7+ (30).

Framan af gekk erfidlega ad utbua sjukdomslikan fyrir WM en frumulinan RPCI-WMI fra 2013 er
talin besta likanido hingad til (38). RPCI-WMI tjair yfirbordsvidtakana CD28, CD38 og CD184/CXCR4
en ekki CD19, CD20 og CD23 (39). Sjuklingurinn sem upprunalegu frumur RPCI-WMI komu fra hafdi
fengid tveer lyffamedferdir af rituximab, moétefni gegn CD20, og myndad pol (39). Vid vinnslu
frumulinunnar tapadist tjAning CD19, CD20, CD24, CD25, CD52 og CD79b samanborid vid
upprunalega syni sjuklings. RPCI-WMI er med brottfall 6g21 (36). Linan er jafnframt neikvaed fyrir
Epstein-Barr virussykingu og hefur MYD88 L265P stokkbreytinguna (36).

1.4 EZHZ2

EZH2 er hluti PRC2 flokans (40). EZH2 er histbnmepyltransferasi (e. histone methyltransferase), pad
er ad segja virka ensim flokans sem baetir mepylhdpum a histon H3 (H3K27) og &4 K26 & histoni H1
(41). Fjolkamba prétin (polycomb group, hér eftir PcG) eru talin styra umframerféum (e. epigenetics)
med pvi ad baela sérhaefingu fruma og vidhalda pannig stofnfrumum en prétinin eru einnig mikilveeg i
fésturproska og styra m.a. HOX genum (40). Stofnfrumulinur masa par sem EZH2 hefur verid slegid ut
deyja fljétlega. baer geta lifad af an EED, annars pattar PRC2 flékans, en missa vid pad
stofnfrumueiginleika sina og sérheefast handahdéfskennt (42). PcG beaela gen med pvi ad bindast peim
0og beeta mepylh6pum & N-enda hala histbna (40). Svo virdist medal annars sem ad akvednir
umritunarpeettir sem styra 6rlogum frumunnar (e. ,cell fate” transcription factors) asamt l6ngum
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taknlausum RNA (e. long non-coding RNA, ncRNA) beini PcG ad markgenum i erfdamenginu og styri
virkni PcG og pannig sérheefingu fruma (43). EZH2 hefur ekki einungis hlutverki ad gegna i kjarna
heldur finnst pad einnig i umfrymi par sem pad mepylerar prétin (44). EZH2 er oftjad i akvednum
tegundum eitilfrumu-, bldédruhals- og brjéstakrabbameina og tengist verri horfum og meinvarpandi
hegdun (42). Synt hefur verid fram a ad PcG geta beelt pekkt aexlisbaeligen og gen sem eru minna tjad
i krabbameinum (40). Hugmyndir eru um ad PcG asamt DNA-mepyltransferésum baeli gen sem taka
patt i sérhaefingu fruma og einnig pau sem hamla frumufjdlgun. bad hefur pau ahrif ad frumur sem

bregdast ekki vid sérhaefingarbodum safnast upp og fa teekifeeri til ad proast yfir i krabbamein (43).

EZH2 er mikilveegt snemma i B-frumu proska pegar endurrédun pungu kedju
Ongemisgldbulins a sér stad (45). Eftir pad er EZH2 tjaning 6greinanleg fram ad kimfrumuhvarfi en par
er hin mikilveeg fyrir frumuskiptingu B-fruma (46, 47). EZH2 beelir gen sem tengjast eftirlitstddvum (e.
checkpoint) frumuhringsins en évirkjun peirra virdist vera forsenda pess ad B-frumur nai ad skipta sér
nogu oft til ad B-frumuvidtakinn nai ad proskast (48). A sama tima hamlar EZH2 gen sem 6rva
sérheefingu i plasmafrumur likt og IRF4 og PRDM1 (48). Baedi EZH2 og BLIMP1 eru tjad & sama tima
a pessu stigi (49). Vio lok kimfrumuhvarfs minnkar tjaning EZH2 (47). EZH2 er ekki tjad i plasmafrumu
og er pvi eitt af peim genum sem adgreinir peer fra frumum MM (50). Oftjaning EZH2 gerir frumum MM
kleift ad skipta sér an vaxtaboda fra umhverfi og er naudsynlegt i lifun frumanna (51). Tjaning EZH2
hefur einnig ahrif & vidlodunarprétin & yfirbordi fruma MM (52).
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2 Markmio

Hlutverk BLIMP1 og EZH2 hefur ekki verid skodad adur i WM. Nyleg rannsokn bendir til pess
ad EZH2 og BLIMP1 vinni saman vid pdggun ymissa gena i proskun B-fruma (49). Markmid
verkefnisins voru ad skoda ahrif nidurslattar (e. knockdown) BLIMP1 og EZH2 & lifun RPCI-WMI

fruma. Ahrif & frumuskiptingu og frumudauda voru skodud.
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3 Efni og adferdir

3.1 Reektun og medhondlun frumulina

RPCI-WMI frumulinur voru reektadar i Gibco RPMI 1640 ati sem var baett med I-glutamini, 25mM
HEPES og 10% FBS. Frumur tvéféldudu fiélda sinn & sélarhring og voru pynntar 1:3 a 48 kist. fresti.
Frumur voru taldar ad minnsta kosti einu sinni i viku med frumuteljara (e. haemocytometer) og fjoldi
peirra var fra 2,5x10° & mL en for aldrei yfir 108 frumur & mL. Vid talningu voru frumur pynntar 1:1 med
trypan blue og taldar i 4 rommum af 9. | talinn fjélda var deilt med 4, pvi naest margfaldad med 2
vegna pynningarinnar og loks margfaldad med 104 til ad fa fjélda fruma i mL. HEK293T frumulinur
vorur reektadar i Gibco DMEM aeti sem var beett med 10% FBS og 1/100 penstrept. Trypsin var notad

til ad losa peer af frumuraektardiskum.

3.2 Kalsiumfosfat genainnleidsla

Plasmid med BLIMP1 merkt EGFP (plasmid 1, Tafla 1) og annad plasmid med EZH2 merkt (plasmid
3, Tafla 1) voru innleidd i HEK293T frumur. Tvd vidmid voru sett, BLIMP1-EGFP plasmidid asamt
plasmidi sem innihélt einungis HA (plasmid 4 , Tafla 1) og EZH2-HA plasmid asamt plasmidi sem
innihélt einungis EGFP (plasmid 2, Tafla 1). Vidmid voru sett til pess ad atiloka ahrif merkingar &

motefnadtfellingu tveggja prétina (e. Co-Immunoprecipitation, Co-IP).

Tafla 1. Listi yfir plasmio Co-IP

Plasmio Hlutverk

1 | pPB CAG Blimpl-EGFP CAG dsRED-IB | Skrair fyrir sitjfadu BLIMP1-EGFP og dsRED

2 | pPB CAG EGFP CAG dsRED-IB Skrair fyrir sitjadu EGFP og dsRED
3 | pPCAG EZH2-HA-IP Skrair fyrir sitjadu EZH2-HA
4 | pCAG HA-IP Skrair fyrir sitjadu HA

3.2.1 Framkveaemd

Plasmidalausn var sett i dropa a hlid 15mL glas. 100uL af 2.5M CaCl. lausn var latin drjipa varlega i
dropann og vatni beett vid upp ad 1mL. Pipettusnadi med 1mL pipettu var notadur til ad mynda
loftb6lur med Gtbleestri i um 1 minatu & medan syrustillt HBS lausn (pH 6.99) var latin renna varlega
ofan i lausnina. Vid petta falla plasmidin Ut i floka dsamt kalsiumfosfati. Skipt var um eeti & HEK293T
frumum sem var degi adur sad & diska. Plasmidalausninni var dreypt jafnt yfir frumudiska. Atta
klukkustundum sidar var skipt um aeti. A pessum atta klukkustundum téku frumurnar upp plasmid-
kalsiumfosfat-flokanna. Fylgst var med flarljomun fruma daglega. Tveimur dégum sidar var gerd

motefnadtfelling (sja 3.3) med motefnum gegn EGFP annars vegar og HA hins vegar.
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3.3 Moétefnadtfelling tveggja protina

ImL af trypsin-EDTA var notadur til ad losa frumur af frumudiskum og 2mL af aeti notadir til ad
hlutleysa trypsinido. Frumur voru settar i skilvindu i 5 minatur & 440xg vid 4°C. Eftir pad voru oll skref
unnin & is til ad heegja & ferlum innan frumunnar. /Zti var hellt af og frumur pvegnar tvisvar med
iskéldu PBS (phosphate buffered saline) og settar i skilvindu i 5 minatur & 440xg vid 4°C a milli. PBS

var svo hellt af.

Sundrunarlausn (e. lysis buffer, 10mM Tris pH7,5, 150mM NacCl, 0,5% NP40, 0,5 mM EDTA)
var bléndud og keeld. PMSF (phenylmethylsulfonyl fluoride) og bléndu préteasahindra (Protease
inhibitor cocktail, p8340 fra Sigma Aldrich) var blandad i kalda sundrunarlausn 1:100. 300uL
sundrunarlausn var sett & frumur. Frumulausn var latin standa & is i 30 min og frumur blandadar med
pipettu & 10 min fresti. Frumur voru sidan settar i skilvindu & hamarkshrada, 16873xg i 10 min. vid
4°C. Flotid var hirt og sett i kold 1,5mL glés. Prétinstyrkur var meeldur i Bradford-lausn. Inntak (e.
input) var tekid til hlidar. Pynningarlausn (e. Dilution buffer) med prétinasahindrum (1:100) var Gtbuin
0g synin voru pynnt 1:4 og skipt i tvd 1.5mL gl6s. 50uL af perlum var sett Gt i hvert glas og syni latin i
voggu vid 4°C i 30 mindtur. petta var gert til pess ad koma i veg fyrir ad 6sérheef binding perla hafi

ahrif & niourstodur.

Syni voru sett i skilvindu vid hamarkshrada, 16873xg, i 5 min vid 4°C. Flot var hirt og sett i ny
keeld 1.5mL glos. Fyrsta stigs motefni var baett Gt i og syni sett & vagga i 45minutur vid 4°C. Fyrsta
stigs métefni sem voru notud vio Utfellingu voru misa aHA (Anti-HA tag antibody fra Abcam) og
kaninu aGFP (Anti-GFP antibody — ChIP Grade (ab290) fr& Abcam). 50uL af protein G sepharose
perlum (Sigma Aldrich) var beett Gt i og syni sett i vagga i 2 klukkustundir vid 4°C. Syni voru sett i
skilvindu vid 344xg i 1 minatu vid 4°C. 100uL af floti var tekid til hlidar en rest hent. Perlur var pvegnar
prisvar sinnum med 500uL pynningarlausn og settar i skilvindu vid 344xg i 1 minuatu vid 4°C. Fyrir
sidasta skilvinduskrefid voru perlur feerdar i nytt 1.5mL glas til ad koma i veg fyrir ad prétinin sem loda
vid glasid hafi ahrif & nidurstdour. Ad lokum var floti hent og Laemmli-lausn beett Gt i perlur, flot og
inntak. Inntaks-, flots- og perlulausnir voru sodnar vid 99°C i 5 min og settar i skilvindu vid stofuhita i 1

minatu. Syni voru fryst og degi sidar voru pau sodin aftur og keyrd beint & geli (sja 3.6).

3.4 Rafgotun

3.4.1 Innleidsla a miRNA genaferjum

BUid var ad hanna og utbda PiggyBac plasmid med stokkul sem skradi fyrir mismunandi afleidd (e.
induced) miRNA (microRNA) (plasmid 1-3 Tafla 2). Tvd miRNA voru moétsvarandi mRNA PRDM1 og
eitt mMRNA EZH2. Vid bindingu miRNA vid mRNA hindrar pad pydingu pess i prétin, hvetur til
nidurbrots mRNA og paggar pannig vidkomandi gen(53). Sett vidmid var plasmid sem skrddi fyrir
miRNA sem binst ekki neinu mRNA (plasmid 5 Tafla 2).

PiggyBac plasmid (plasmid 1-5 og 7 Tafla 2) inniheldur stokkul sem parf transpésasa til ad
innlimast inn i erfdamengi frumunnar (54, 55). bvi er annad plasmid innleitt med sem inniheldur

sitjddan transpésasa (plasmid 6 Tafla 2). Transpésasinn innlimar stokkul PiggyBac plasmidsins i
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erfdamengid. Plasmidid sem skrair fyrir transpésanum skortir stokkla og pynnist Gt med

frumuskiptingu.

Fyrir framan hvert miRNA var TRE (tetracyclin response element). rtTA (reverse tetracycline
transactivator) binst TRE og virkjar umritun miRNA vid bindingu doxycycline. Med miRNA plasmidinu
var pvi innleitt plasmid sem skrair fyrir stokkli sem innihélt rtTA med sitjadum CAG styrli (plasmid 5
Tafla 2). bad er, ef frumur héfou innlimad miRNA og rtTA voru paer medhdndladar med doxycycline til
ad kveikja & tjaningu miRNA. A stokkli med rtTA var einnig polgen fyrir G418, peer frumur sem
innlimudu stokkul med rtTA lifdu af G418 val.

Tafla 2. Listi yfir plasmido miRNA

1. pPB-CMV*1-miRNA BLIMP1-11-pA miRNA binst mRNA BLIMP1

2. pPB-CMV*1-miRNA BLIMP1 — 22-pA miRNA binst mRNA BLIMP1

3. pPB-CMV*1-miRNA EZH2 — 11-pA miRNA binst mRNA EZH2

4, pPB-NTC MiRNA an uUtslattarvirkni

5. pPB-CAG-rtTA-pA Skréir fyrir rtTA og G418 polgeni
6. pPy-CAG-PBASE Inniheldur transposase

7. pPB-hCMV*1-EGFP-pA EGFP undir stjérn TRE

8. pCAG EGFP Vidmid (e. control) fyrir rafgétun

Til ad fylgjast med hvada frumur innlimudu stokkla pPB plasmida var pPB plasmi® sem skradi
fyrir EGFP (plasmid 8, Tafla 2) innleitt med. TRE var einnig fyrir framan EGFP. Seinna, pegar
frumurnar voru medhdndladar med doxycycline, bast pad dsamt sitjdda rtTA vid TRE fyrir framan
miRNA radirnar og EGFP sem hvatti tjAningu peirra. Ef transpdsasinn innlimar eitt pPB er nanast
oruggt ad hin pPB plasmidin hafi verid innlimud vegna skilvirkrar stokkulvirkni pBASE. bannig var
innlimun EGFP stokkuls notud til ad asetla hvort ad miRNA hafi verid stungid inn i erfdamengid. Ef
frumur voru flarljomandi voru allar likur & pvi miRNA hefdi einnig verid feert i erféaefni frumunnar. Eins

var EGFP tjaning sett sem vidmid fyrir reesanleika miRNA par sem TRE var fyrir framan EGFP.

3.4.1.1 Framkveemd

1x10% RPCI-WM1 frumur voru settar i 70uL lausn af seti med 10% FBS. 10ug af plasmidi var beett Gt i,
lausnin var pvi neest feerd yfir i 4mm kavettur og gefinn rafpuls (e. electrical pulse) & stillingunum
350uF, 220 V med GenePulser Xcell™ fra Bio-Rad. Med hverju miRNA plasmidi (plasmiol-4, Tafla 2)
voru plasmid 5, 6 og 7 innleitt med (Tafla 2). Tv6 vidmid voru sett, eitt leitt med pCAG EGFP plasmioi

til ad aaetla skilvirkni rafgétunar og eitt an alls plasmids til ad sja ahrif rafgbétunar & frumurnar.

Eftir rafg6tun voru frumur faerdar i 2mL af aeti i 6 holu bakka og settar i hitaskap (e. incubator)
vio 37°C. Fjorar frumulinur voru Gtbunar. Tveer med sitt hvoru plasmidinu sem innihélt miRNA sem
paggar BLIMP1, ein med miRNA sem paggar EZH2 og ein med plasmidi sem innihélt ekkert miRNA

sem nota atti sem vidmid. Eftir 24 kist. i reekt var gentamicin i 1mg/mL styrk baett Gt i og frumur settar
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aftur i hitaskap. 16 dégum seinna voru paer frumur sem voru leiddar med miRNA plasmidum 2 og 3
lifandi (Tafla 2). Utbtnar voru einstofna frumulinur med pvi ad pynna i 50 frumur i 10 mL eeti sem
samsvarar halfri frumu & hverja 100uL. Fjélpipetta var notud til ad skammta 100uL af pynntri
frumulausn i 96 holu bakka. Eftir 14 daga voru bakkar skimadir og klénar faerdir i 48 holu bakka.
Helmingur fruma i hverjum brunni var tekinn og hvattur med doxycycline 0,5 mg/mL. Frumur voru

skodadar i flurljdmunarsmasja degi seinna og flirljdmandi kl6nar valdir i raekt.

3.4.2 CRISPR

Notud voru MLM3636 plasmid sem skradu fyrir gRNA og hins vegar pspCAS9CBB sem skrair fyirr
Cas9. gRNA beinir Cas9 ensimi & akvedid markgen i erfdamenginu par sem pad framkvaemir tvipatta
brot. bPolgen var fyrir puromycin a plasmidi med Cas9. Fjégur syni voru Utbdin par sem mismunandi
gRNA plasmio (plasmid 2-5, Tafla 3) voru innleidd med Cas9 (plasmio 1, Tafla 3). Tvé gRNA bundust
EZH2 (plasmid 2 og 3 Tafla 3) og tvé bundust BLIMP1 (plasmid 4 og 5 Tafla 3)

3.4.2.1 Framkveemd

1x108 RPCI-WM1 frumur voru settar i 100uL lausn af seti med 10% FBS. 10ug af plasmidi var baett (it
i, lausnin var pvi naest feerd yfir i 4mm kavettur og gefinn rafpuls (e. electrical pulse) a stillingunum
350uF, 220 V med GenePulser Xcell™ fra Bio-Rad. Med hverju gRNA plasmidi (plasmid 2-5, Tafla 3)
var plasmid 1 innleitt med (Tafla 3). brji vidmid voru sett, eitt med MLM 3636 plasmids an gRNA
asamt Cas9, annad einungis leitt med pCAG EGFP plasmidi til ad aeetla skilvirkni rafgétunar og pridja

an alls plasmids til ad sja ahrif rafgdtunar a frumurnar. Frumur voru valdar i 2 daga med puromycin.

Tafla 3. Plasmid CRISPR

Plasmio Hlutverk gRNA r66 dsamt PAM r6d

1 | pspCas9CBB Skrair fyrir Cas9

2 | MLM 3636 hEZH2ex14 gRNA1 | gRNA sem binst Gtr6d 14 GAACTGTCACAAGGCTGCCG-TGG

3 | MLM 3636 hEZH2ex15 gRNA2 | gRNA sem binst Gtr6d 15 TGTTGCACTGTGCTTTGCAG-CGG

4 | MLM 3636 hPrdmlex4 gRNA3 | gRNA sem binst Gtréo 4 TGGACAGATCTATTCCAGAG-GGG
5 | MLM 3636 hPrdm1ex6 gRNA4 | gRNA sem binst Utr6o 6 AGCGAGCTCGGGAGAGAAGT-GGG
6 | MLM 3636 Plasmid an gRNA

7 | pCAG EGFP-IP Viomio fyrir rafgétun

3.5 Motefnalitun

Premur sélarhringum fyrir litun var tjaning reesanlegu miRNA genanna raest med lug/mL doxycycline.
108 frumur voru settar i 1.5.mL glds i skilvindu vid 780xg, 5 min. Paer voru pvegnar tvisvar med 1mL
PBS. Frumunum var spunnid a smasjargler og fixeradar med 100uL af 4% formalini i 20 mindtur. peer
voru sidan pvegnar med PBS. Neest voru peer pvegnar med 100uL PBT (PBS med 0,1% Triton-X100)
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i 8 minGtur vid stofuhita. Frumur voru pvegnar prisvar med PBS i 5 minGtur i hvert sinn. PBS med 5%
geitasermi fra Gibco, 0.05% Triton-X100 og 0,25% BSA var sett & synin til ad loka peim (e. blocking
buffer) og litad var med fyrsta stigs motefni yfir nott vid 4°C. Til ad lita fyrir BLIMP1 var notad kaninu
aBLIMP1 (BLIMP1/PRDI-BF1 (C14A4) Rabbit mAb fra Cell Signaling). Til ad lita fyrir EZH2 var notad
musa aEZH2 (Purified Mouse anti-EZH2 #612666 fra BD transd. Laborat.). | peim synum sem litad var
fyrir EZH2 var einnig litad fyrir GFP med kaninu aGFP (Anti-GFP ab290 Rb fra& Abcam).

Degi seinna voru syni pvegin prisvar med 100uL PBT (PBS med 0,1% Triton-X100) i 5 min vid
stofuhita og annars stigs métefnalausn (e. secondary antibody) sett & synin. Annars stigs métefnin
sem notud voru: rautt akaninu (Alexa fluor 555 goat anti Rb IgG frA& Thermo scientific) sem bast
BLIMPL1 fyrsta stigs métefninu, rautt amuisa (Alexa fluor 546 goat antiMouse IgG fra invitrogen) sem
bast EZH2 fyrsta stigs métefninu og graent akaninu (Alexa fluor 488 goat anti Rb IgG fra Thermo
scientific) sem bast GFP fyrsta stigs motefninu. Moétefnin voru pynnt 1:1000 i PBT og hoféo 4 i 1
klukkustund vid stofuhita i myrkri. Synin voru pvi neest pvegin tvisvar med 100uL PBT i 5 min og 1
sinni med PBS i 5 min. PBS med 1:5000 pynningu af kjarnalitnum DAPI (4',6-diamidino-2-
phenylindole) var sett Gt a synin i 5 min. Synin voru pvi naest pvegin 1x med PBS og latin porna. Dropi
af festingarlausn (e. Mounting medium) var settur & synin og pekjugler (e. cover glas) sett yfir. Synin

voru limd a kéntum og skodud i FV1200 Olympus smasja.

3.6 Western blot

108 frumur voru teknar og settar i skilvindu vid 440xg, 5min, 4°C. Klonar héfou verid reestir i 48 kist.
med doxycycline, lug/mL. baer voru pvegnar 2x med kéldu PBS. Sundrunarlausn (e. TRAP lysis
buffer, 10mM Tris pH7,5, 150mM NaCl, 0,5% NP40, 0,5 mM EDTA) var bléndud og keeld. PMSF
(phenylmethylsulfonyl fluoride) og bléndu préteasahindra (Protease inhibitor cocktail p8340 fra Sigma
Aldrich) var blandad i kalda sundrunarlausn 1:100. Frumur voru sprengdar i 30uL sundrunarlausn i 30
min. & is. A 10 min. fresti var frumulausnin bléndud med pipettu. 10uL af 4x Laemmli buffer var

blandad saman vid. Syni voru sett i 5 min. i sonicator og sodin vid 94°C i 5 min.

Syni voru keyrd med rafdreetti & 10% acrylamide geli og 5% acrylamide stacking geli. Fyrst i
110V i 10 min og sidan vid 150V i 50 min. Svampi, pappir, geli og himnu var radad i samloku eftir
forskrift abcam um western blot (e. Western blot). PVDF himna var notud og var fyrst virkjud i 100%
methanol i drskamma stund a hvorri hlid. Samloka var sett i transfer buffer (0,025M Tris base, 0,192M
Glycine, 0,05%SDS, 20% methanol) og keyrd vid 90V i 2 kist. vid 4°C. Himnu var lokad (e. block) med
5% BSA i TBS med 0.1% tween i 1 klst. vid stofuhita. Himna var pvegin prisvar i 10 min. i TBST vid
stofuhita. Fyrsta stigs métefni voru pynnt 1:1000 og sett & himnu i TBST med 5% BSA vid 4°C &
voggu yfir nétt. Fyrsta stigs métefnin voru musa aEZH2 (Purified Mouse anti-EZH2 #612666 fra BD
transd. Laborat.) og kaninu aaktin (8-Actin (13E5) Rabbit mAb fra Cell signaling) voru notud. Daginn

eftir var himna pvegin prisvar i 10 min. med TBST vid stofuhita.

Annars stigs métefnin sem notud voru: rautt akaninu (Alexa fluor 555 goat anti Rb 1gG fra
Thermo scientific) og greent amuisa (Alexa fluor 488 goat anti Mouse IgG fra Thermo scientific) sem

bast GFP fyrsta stigs métefninu. Annars stigs métefni voru pynnt 1:15.000 i TBST med 5% BSA og
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sett a himnu i 1 kist. vid stofuhita. Himna var pvi naest pvegin prisvar med TBST v/stofuhita i 10 min. i

hverju pvottaskrefi. Himna var skonnud i Odyssey Infrared Imaging System.

3.7 Fjolgun fruma kédnnud med flarljomandi lit

Til ad skoda ahrif nidurslattar BLIMP1 og EZH2 a frumuskiptingu var notadur flarljdmandi litur. Notadur
var liturinn ab176736, CytoPainter Cell Proliferation Staining Reagent — Red Fluorescence (hér eftir
CCPSR) fra Abcam. bessi litur virkar eins og CFSE. CFSE fer i gegnum frumuhimnuna og tengist
innan frumunnar samgilt (56). Vid hverja frumuskiptingu skiptist liturinn jafnt a milli dotturfruma (57).
Pannig var borin saman frumufjdlgun kl6na eftir medhéndlun med doxycycline samanborid vio
6meohdndladar frumur. Flarljdémun var maeld i frumufleedisjd og a pann hatt ma fylgjast med allt ad 8
frumuskiptingum par sem flarljdmunin minnkar vid hverja skiptingu (56). Liturinn sem var notadur
Orvast vio 633nm og ljdmar 628-643nm. GFP 6rvast vid 488nm en ljomar vido 509nm og pvi haféi GFP

flarljdmun frumanna ekki ahrif & meelinguna.

3.7.1 Dagur O

Klénarnir RPCI-WM1 miRNA #2 BLIMP1 B5, RPCI-WM1 miRNA #2 BLIMP1 C2 og RPCI-WM1
miRNA #3 EZH2 D8 voru notadir auk vidmids RPCI-WML1. Framleidsla miRNA var raest hja 10°
frumum med 1.0ug/mL doxycycline. 1.0 ug/mL doxycycline var einnig beett & 5x10% RPCI-WMI frumur.

3.7.2 Dagur 1: 24 klst. reesing med doxycycline

Eftir 24 Klst. voru frumur taldar og 5x10° frumur settar i 1.5mL gl6s og i skilvindu vid 440xg, 5 minutur.
Einnig voru teknar 5x10° frumur af klénunum an doxycycline medhondlunar og 6medéhdndladar RPCI-
WMI frumur. Hvert syni var sett i 1.5mL glés og glos sett i skilvindu & sama hrada. Zti var tekid af
med pipettu. Litunarlausn var Gtbdin i PBS vid stofuhita. 500uL af litunarlausn var blandad vid
frumupelletturnar, glésin latin standa i 10 minuatur vid stofuhita varin fra ljési med alpappir. Gl6s voru
sett i skilvindu vid 440xg, 5 min og litunar lausn pvegin af. bvi neest voru frumupellettur pvegnar einu
sinni med 500uL RPMI 10% FBS aeti og tvisvar sinnum med 1mL RPMI 10% eeti. Ferskt 2 mL aeti var
sett & frumurnar og hverju glasi skipt i 2 brunna i 12 brunna plétu. A paer frumur sem héféu verid

raestar med doxycyline 1,0ug/mL i 24 klukkustundir var baett 1,0ug/mL doxycycline.

3.7.3 Dagur 3: 60 klst. reesing med doxycycline

36 klukkustundum sidar var 1 brunnur af hverri frumulinu tekinn, aeti fjarlaegt og frumur pvegnar med
1mL af PBS. Skilvinduskref var 440xg i 5 min. Jafnframt eru 5x105 ferskar RPCI-WMI frumur teknar og
litadar likt og & degi 1. | stad pess ad frumurnar veeru settar i ferskt ati voru paer pvegnar med 1mL af
PBS (skilvinduskref 440xg, 5 min). Frumur voru svo pynntar i 400uL PBS og skodadar i

frumuflaedissja. Gogn voru unnin i Flowing Software 2.

3.8 Frumudaudi kannadur med flarljomandi lit
Notad var FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit | fra abcam. [ pvi eru flarljomandi litirnir Annexin V
og propidium iodide (PI). Annexin V binst phosphatidylserine og Pl binst niturbédsum DNA. Snemma i

frumudauda (e. apoptosis) fer phosphatidyslerine fra innri himnu yfir i ytri himnu. Litirnir komast ekki
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inn i frumu & medan han er lifandi eda snemma i apoptosis. A seinni stigum i frumudauda er
frumuhimnan ekki lengur heilsteypt og pad komast baedi Annexin V og Propidium iodide inn i
frumuhimnuna. Draga ma upp punktagraf Ur frumuflaedisja til pess ad sja myndraent mismunandi hopa

fruma eftir pvi hvort paer eru lifandi, snemma i styréum frumudauda eda daudar.

3.8.1 Dagur O

Klonarnir RPCI-WM1 MiR #2 BLIMP1 B5, RPCI-WM1 MIiR #2 BLIMP1 C2 og RPCI-WM1 MIR #3
EZH2 D8 voru notadir auk vidmids RPCI-WM1. Framleidsla miRNA var raest hja 5x10% frumum med
1,0ug/mL doxycycline. 1,0 ug/mL doxycycline var einnig beett & 5x10°> RPCI-WMI frumur.

3.8.2 Dagur1,2eda3

Gerd var litun eftir 24 kist., 48 Klst., og 60 kist. reesingu med doxycycline. Sett voru vidmid fyrir
frumudauda sama dag og frumur voru litadar. 5x10° frumur RPCI-WMI frumulinunnar voru
medhondladar med 5uM camptothecini leystu upp i DMSO i 3—4klst. Camptothecin hvetur frumur yfir i
styrdan frumudauda med pvi ad hindra tépdisdbmerasa | og valda pannig tvipatta brotum vid
eftirmyndun DNA (58). Annad vidmid med jafnmiklu DMSO an camptothecin var utbuid.

Syni fra pvi deginum adur auk viomidanna voru pvegin med PBS og sett i skilvindu vid 440xg i
5 min. Frumur voru leystar upp i 4mL PBS. Frumur voru settar i skilvindu vid 180xg i 6 minutur.
Frumur pynntar i 2x10% frumur & mL med Binding Buffer. 100uL af frumulausn voru feerdir yfir i 4mL
glés og 5uL af APC Annexin V og 5uL af Pl var blandad i hvert glas. Olitad syni var tekid til hlidar.
Frumur voru latnar standa i myrkri i 15 min. vid stofuhita. 400uL af Binding Buffer var beett i og frumur

skodadar i frumufleedisja. Myndir voru unnar i Flowing Software 2.

3.9 gqPCR og hénnun visa
Visar (e. primers) fyrir CUL4A, MAP3K5, ID2, XAF1 og TNFSF10 voru hannadir fyrir cDNA i
NCBI/Primer-BLAST pannig ad annar visirinn naedi yfir samskeyti tveggja Utrada (e. exon) hvers gens

til a® minnka mengun fré erfdaefni.

Tafla 4. Visar qPCR

Gen Visir Gagnstaedur visir Samskeyti Utrada
CUL4A TCAAGAACTTCCGAGACAGACC | GCTCCTCGAGGTTGTACCTG Visir, 271/272
MAP3K5 | GGTTCCAGAACTAAGGCCACA | GAAGGCTGTTCCTCATGGTCA Visir, 3878/3879

ID2 CTTGCAGGCTTCTGAATTCCC GAACACCGCTTATTCAGCCA Visir, 531/532

XAF1 AGCAGGTTGGGTGTACGATG CCTGGCACTCATTGGCCTTA Gagnst. visir, 467/468
TNFSF10 | TCCTCAGAGAGTAGCAGCTCA | TTGGAGTTTGGAGAAGACAATGTG | Gagnst. visir, 541/542
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3.9.1 Stadalkurvur qPCR visa

Utbutin var blanda 0,2uM visa, 0,2uM gagnsteedra visa og 1x SYBR® Green JumpStart™ Taq
ReadyMix™ fra Sigma Aldrich. Bléndunni var skammtad & brunna i 96 holu bakka, 15uL i hvern.
Tilbtid cDNA ar bléndu RPCI-WMI og MM frumulina var notad vid gerd karvunnar. i hvern brunn for
5uL af cDNA. Kdrfan samanstéd af fjorum punktum sem tdknudu mismunandi magn cDNA: 50ng, 5ng,
0,5ng og 0,05ng af cDNA. Hver punktur var medaltal priggja brunna. Sett vidmid var brunnur an
cDNA. gPCR (Real-Time Quantitative PCR) var keyrt i 7500 Real-Time PCR System fra
ThermoFisher. Nidurstédur voru unnar i Excel og gPCR Efficiency Calculator fra ThermoFisher var
notadur til ad reikna Ut modgnunarstudul (e. amplification factor) og gPCR afkdst (e. efficiency) visa.
Reiknadur mégnunarstudull Gt fra kdrvu ma sja i Tafla 5. | XAF1 var pynnsta syninu sleppt vid gerd

kdrvu vegna pess ad i pvi var 6greinanleg mégnun.

Tafla 5. Mognunarstudlar visa qPCR

Visir Mégnunarstudull
Aktin 2,03
MAP3K5 2,01
XAF1 2,00
CUL4A 1,94
ID2 1,97
TNSF10 1,98

3.9.2 Einangrun RNA

Frumur voru raestar med 1,0ug/mL doxycycline i 24 klist. Unnid var & RNA-friu svaedi. Frumur voru
settar i skilvindu vid 440xg i 5min og eeti hellt af. ImL af TRI reagent (TRl Reagent® Solution fra
ThermoFisher) var sett Ut & frumur og blandad. Frumublandan var latin standa i 5 min vid stofuhita.
200uL af kléroformi var beett Gt i lausn. Glos voru hvirflud (e. vortex) i 15 sek. og latin standa i 15 min.
vio stofuhita. begar timinn var halfnadur voru glosin hvirflud aftur. Glos voru sett i skilvindu vid
hamarkshrada, 16873xg i 15 min. vid 4°C. Eftir skilvinduskrefid hafdi hvert syni adskilist i prja fasa:
bleikan fasa a botni med prétinum, millifasa med prétinum bundnum DNA og vatnsfasa med RNA efst.
Vatnsfasinn var varlega feerdour yfir i hreint glas. 500uL af isépropandl var beett i vatnsfasann og
lausninni var blandad varlega. Glos voru latin standa i 10 min. vid herbergishita. Glos voru sett i
skilvindu vid hamarkshrada, 16873xg i 10 min. vid 4°C. Floti var hent og 1mL af kdldu ethanoli var
notad til ad pvo RNA pellettuna. Glds voru sett i skilvindu vid hamarkshrada, 16873xg i 15 min. Floti
var hent, pellettur voru purrkadar og leystar upp i 50uL af RNase friu vatni. Styrkur lausna var meeldur
i Nanodrop ND 1000.

3.9.3 Myndun cDNA

GoScript™ Reverse Transcription System frA& Promega var notad. 1,0ug af RNA Ur hverju syni var sett
i glas dsamt random hexamerum (d(N)6) og og niturbésum (dNTP) og pynnt i 19uL af RNAsa-friu
vatni. Glés voru sett vid 70°C i 5 min. og latin & is i 5 min. eftir pad. | hvert glas var baett vid

GoScript™ 5X Reaction Buffer, MgClz og Recombinant RNasin® Ribonuclease Inhibitor, samtals
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10,5uL. 10uL voru tekin til hlidar sem vidmid an bakrita (e. reverse transcriptase). 0,5uL bakrita
(GoScript™ Reverse Transcriptase frA Promega) var beett Gt i synin og pau sett vid 25°C i 5 min. og
42°C i 1 Klst.

3.9.4 gqPCR
Blanda fyrir primera var Gtbuin likt og i 3.9.1 og skammtad i 15uL & brunn i 96 holu bakka. 15ng (5uL)
cDNA af hverju syni var sett Gt i brunna. Fyrir hvert syni og hvert par visa voru tveir brunnar med sama
syni og einn brunnur med vidomid pess synis an bakrita. Fyrir hvert par visa var einnig brunnur med
engu cDNA, einungis Rnasa-friu vatni. qPCR var keyrt i 7500 Real-Time PCR System fra
ThermoFisher. Nidurstdour voru unnar i Excel og mégnunarstudull notadur til ad reikna Gt mismun &
tjianingu milli syna. Hlutfallsleg tjaning var reiknud eftir j6fnu:

E . .CTviomio—CTsyni

sSynit

CTaktin,viﬁmi’c‘)_CTaktin,syni

E aktin

Hér er E er mdgnunarstudull visa og CT proskuldshringur (e. threshold cycle) flarljdmun synis. Tjaning
hvers gens var leidrétt fyrir tjaningu aktins. Sett viomid voru 6medhdndladar frumur klons med NTC

plasmiodi (plasmiod 4, Tafla 2).
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4 Nidurstoour

4.1 Kalsiumfosfat genainnleidsla og Co-IP

BUid var ad birta ad EZH2 og BLIMP1 hofou fjiélmérg sameiginleg markgen sem koma vid ségu i
sérhaefingu kimfrumulina musa (59). Hugsanlegt var pvi ad prétinin ferdudust i sameiningu ad
markgenum sinum. betta gaf visbendingar um bindingu beggja prétina en slik tengsl héféu ekki verid
skodud adur. Fyrstu skrefin voru ad kanna bindingu EZH2 og BLIMP1. bau voru oftjad i HEK293T
frumum og motefnadtfelling & EZH2 og BLIMP1 (Co-IP) gerd i kjolfarid. A Mynd 1 ma sja nidurstodur
Co-IP & western bloti. A Mynd 1 sést ad BLIMP1 binst EZH2. Utfelling med métefni gegn HA tokst ekki.

Inntak (input) Métefnadrfelling (IP)  Flot (supernatant)
Blimp1-EGFP  * + - S + + - + + -
EZH2-HA + - + @ - ) + + . +
HA - + - }g . + . - + -
EGFP . - + a ) . N - - +
170 kDa
' : 130kD
Blimp1-EGFP — b b )
Ezh2-HA b Sy e bl | o5 (D
. i

*

Mynd 1. Métefnadtfelling BLIMP1-EGFP og EZH2-HA

Western blot. Kalsiumfosfat genainnleidsla med BLIMP1-EGFP og EZH2-HA & HEK293T frumum. Einnig var gerd
genainnleidsla med BLIMP1-EGFP asamt HA og EZH2-HA asamt EGFP til ad utiloka ahrif merkingar protinanna
a motefnadtfellingu. Stjornumerkt: Hér ma sja EZH2-HA falla it med BLIMP1-EGFP. Litad var med motefnum
gegn EGFP (efri hluti) og HA (nedri hluti).

4.2 Stadfesting & tjaningu BLIMP1 og EZH2 i RPCI-WMI

Rannséknarhopnum askotnadist ny frumulina WM en hlutverk EZH2 og BLIMP1 hafdi ekki verid
skodad aour i WM. bvi var dkvedid ad skoda betur hlutverk peirra i RPCI-WMI. Fyrst purfti ad
stadfesta tjaningu beggja protina, EZH2 og BLIMP1, i RPCI-WMI. A Mynd 2 mé sja ad baedi BLIMP1
og EZH2 eru tjad i RPCI-WMI.
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An 1. stigs métefnis

Mynd 2. Tjaning BLIMP1 og EZH2 i RPCI-WMI.

a-d: Métefnalitun & RPCI-WMI frumum 11.-12. Jani 2015. a: Litad fyrir BLIMP1. b: kjarnalitun med DAPI. ¢ og d:
viomid an 1.stigs métefnis. Myndir e og f voru fengnar fr4 Kimberley Anderson. e: kjarnalitun med DAPI, f:
Motefnalitun fyrir EZH2.

4.3 CRISPR

Adur hefur margvislegum hlutverkum EZH2 og BLIMP1 i meingerd annarra B-frumu krabbameina
verid lyst (1 Inngangur). Eftir stadfestingu a tjaningu beggja prétina i nyrri B-frumu
krabbameinsfrumulinu, RPCI-WMI, var dkvedid ad neestu skref yrdu ad kanna hlutverk og hugsanlega
samvirkni. Naesta skref var pvi ad athuga hvad gerist ef EZH2 og BLIMP1 veeru slegin ut i RPCI-WMI.
Pad var gert til ad sj& hvort ad svipgerd Utslattar veeri svipud fyrir baedi prétinin sem geeti bent til
samverkandi ahrifa i frumulinunni. Atti ad Gtbda frumulinur med CRISPR adferdinni par sem BLIMP1
og EZH2 veeru slegin ut. Eftir nokkrar tilraunir tokst ekki ad reekta upp kléna med CRISPR adferd,
hvorki med utsleetti EZH2 né BLIMP1. RPCI-WMI frumulinan var pvi send i radgreiningu og kom i ljés

ad BLIMP1 gen veeri einungis ad finna & 66rum litningi 6. litningapars.

4.4 Stadfesting & nidursleetti med motefnalitun
par sem RPCI-WMI frumur liféu ekki af CRISPR utslattinn var akvedio ad nota miRNA kerfid til ad sla
nidur EZH2 og BLIMP1. miRNA binst mRNA og paggar umritun en sleer genid ekki t. Naudsynlegt var
ad heegt veeri ad styra nidursleettinum timabundid med medhondlun doxycycline an pess ad
frumulinan i heild sinni dreepist. Pa veeri mogulegt ad hafa frumur i reekt sem hofou innlimad miRNA
0g reesa tjaningu pess fyrir hverja tilraun.

I fyrstu tilraun rafgétunar lifdu frumulinur fra plasmidi 2 og 3 (Tafla 2) af. [ annarri tilraun lifdu
frumulinur fra plasmidi 1 og 4 (Tafla 2) af. Nokkrar frumulinur fyrir hvert plasmid voru Utbanar og peaer
mest flarljomandi valdar dar. Klénar fr& plasmioi 1 og 4 (Tafla 2) voru tilbanir vid lok

rannsoknartimabilsins og verda notadir i frekari rannséknum sidar.

Fyrst var nidurslattur EZH2 og BLIMP1 kléna stadfestur. A Mynd 3 og Mynd 4 ma sja

stadfestingu a nidursleetti BLIMP1 og EZH2 i peim klénum sem valdir voru.
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RPCI-WMI miRNA 2 Blimp1 klénn B5 RPCI-WMI miRNA 2 Blimp1 klénn C2 _ ) .
Dox 1ug/mL 72kist. Omedhéndladar Dox 1ug/mL 72kist. Omedhéndladar Vidmid 2°motefni

DAPI DAPI DAPI DAPI DAPI
oRb 555

aBlimpl, aRb 555 | aBlimp1, aRb 555 @ aBlimp1, aRb 555 | aBlimp1, aRb 555

Mynd 3. Stadfesting nidurslattar BLIMP1 — métefnalitun.

A-B: Klonar miRNA 2 BLIMP1 B5 og C2 litadir med kjarnalitun (DAPI) og BLIMP1 métefni (aBLIMP1). Litad med
raudu 2. stigs motefni gegn masamotefni (aRb 555). Raudi liturinn merkir tjaningu BLIMP1. Vinstra megin eru
frumur medhondladar med lug/mL doxycycline en haegra megin eru 6medhondladar frumur. Pessi mynd synir
nidurslatt BLIMP1 vid medhondlun doxycycline. C: Vidmid par sem adeins er litad med 2.stigs moétefni til ad kanna
bakgrunn litunar. Myndir teknar i confocal smasja.

Klénar B5 og C2 plasmids 2 og klénar D7 og D8 plasmids 3 litu best Gt & motefnalitun (Mynd 3
0og Mynd 4). Litunin syndi afgerandi nidurslatt BLIMP1 vid medhondlun med doxycycline i 72
klukkustundir (Mynd 3). Ekki var jafn mikill sjaanlegur munur & kiénum miRNA 3 EZH2 D8 og D7 vid
medhodndlun doxycycline (Mynd 4) og pvi var nidurslattur stadfestur med western bloti (Mynd 5). Med
samanburdi a aktinmagni brunna i ImageJ var hlutfallslegur nidurslattur reiknadur. Bornir voru saman
klonar med og an doxycycline medhondlunar. Hlutfallslegur nidurslattur vido 72 klukkustunda medferd

af doxycycline var 39% hja kloni D8 og 44% hja kléni D7

Tafla 6). Einnig sast lek tjaning & miRNA 3 hja EZH3 kléni D8 en EZH2 tjaning var einungis
68% samanborid vid RPCI-WMI frumur. Jafnframt var nidurslattur BLIMP1 stadfestur med western
bloti en hann var um 84% (Kimberley Andersson, western blot ekki synt). Ad lokum var akvedid ad

vinna med BLIMP1 klon B5 fra plasmiodi 2 (Tafla 2) og EZH2 klén D8 fra plasmidi 3 (Tafla 2).
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RPCI-WMI miRNA 3 EZH2 klénn D8 RPCI-WMI miRNA 3 EZH2 klénn D7

Dox 1ug/mL 72kist. Omedhondladar Dox 1ug/mL 72klst. Omedhondladar
DAPI DAPI DAPI DAPI
aGFP, aRb 488 aGFP, aRb 488 aGFP, aRb 488 | aGFP, aRb 488

aEZH2, aM 546 aEZH2, aM 546 aEZH2, aM 546 | aEZH2, aM 546

Mynd 4. Stadfesting nidurslattar EZH2 — motefnalitun.

D-E: Klénar miRNA 3 EZH2 D8 og D7 litadir med kjarnalitun (DAPI), GFP métefni og EZH2 motefni (aEZH2).
Litad med greenu 2. stigs métefni gegn kaninumétefni (aRb 488) og raudu 2. stigs moétefni gegn musamotefni (aM
546). Raudi liturinn merkir tjaningu EZH2. Vinstra megin eru frumur medhondladar med 1ug/mL doxycycline en
haegra megin eru 6medhoéndladar frumur. Pessi mynd synir nidurslatt EZH2 ad hluta vid medhondlun doxycycline.
Myndir voru teknar i confocal smasja.

RPCI-WMI miRNA3 EZH2 D8 miRNA 3 EZH2 D7

Dox [1ug/mL] - - + - +
EZH2 | S e WSS | 100kDa

* *

Mynd 5. Western blot 4 miRNA 3 EZH2 klonum.

Nidurslattur & EZH2 eftir 72 klukkustunda doxycycline [1ug/mL] medhéndlun. Stjornumerkt: Munur sést hja badum
klbnum miRNA 3 EZH2 D7 og D8. Omedhondladar RPCI-WMI frumur voru keyrdar med sem vidmid. Sja
magngreiningu & bdndum i t6flu 5.
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Tafla 6. Magngreining western blot

Actin EZH2 Hlutfallslegur
nidurslattur
RPCI WMI 85% 100%
MiR #3 EZH2 D8 87% 68%
MiR #3 EZH2 D8 dox 86% 42% 39%
MiR #3 EZH2 D7 100% 123%
MiR #3 EZH2 D7 dox 98% 69% 44%

4.5 Frumuflaeedimeeling
Pegar buid var ad stadfesta nidurslatt BLIMP1 og EZH2 i klonum voru ahrif nidurslattarins konnud a

lifun frumanna.

4.5.1 Fj6lgun fruma kdnnud med flarljomandi lit

Fyrst voru ahrif a frumufjdlgun vid nidurslatt EZH2 og BLIMP1 skodud. Byrjad var & pvi ad setja viomid
til ad kanna ahrif doxycycline medhdndlunar & venjulegar RPCI-WMI frumur. A Mynd 6 og Mynd 7 sést
ad ahrif doxycycline & frumuskiptingu RPCI-WMI voru hverfandi. | kj6lfarid voru ahrif nidurslattar EZH2
og BLIMP1 & frumuskiptingu kénnud (Mynd 8-Mynd 11).
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Mynd 6. Vidmid frumuskiptingar, 60 kist. medhdndlun med dox.
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Mynd 7. Vidmid frumuskiptingar, 84 kist. medhéndlun med dox.

Myndir 6-7: A vinstri hluta mynda ma sja dreifingu syna & punktagréfum par sem hver punktur taknar eina
frumu. Grafid er dregid upp eftir stadsetningu frumunnar & tveimur asum, y: dreifing endurkast ljdss til hlidar (e.
side scatter) og x: dreifing endurkast ljéss fram a vid (e. forward scatter). Dreifing ljoss til hlidar veitir upplysingar
um kornainnihald fruma en dreifing ljoss fram & vid er i réttu hlutfalli vid steerd frumanna. A haegri hluta myndar er
buid ad draga upp stoplarit af flarljomun frumanna. Raudi toppurinn tdknar frumur sem hafa verid mehéndladar
med doxycycline. Blai toppurinn tdknar émedhdndladar frumur. Graeni toppurinn eru émedhoéndladar frumur sem
hafa verid litadar samdaegurs med CFSE og hafa pvi ekki skipt sér. CCPSR stendur fyrir CytoPainter Cell

Proliferation Staining Reagent.

Eftir adeins 60 klukkustunda medhondlun doxycycline saust ahrif nidurslattar BLIMP1 og
EZH2 & punktagrofum (Mynd 8, Mynd 10). Punktagréfin eru dregin upp eftir stadsetningu frumunnar a
tveimur asum, y: dreifing endurkast ljoss til hlidar (e. side scatter, hér eftir SSC) og x: dreifing
endurkast ljéss fram a vid (e. forward scatter, hér eftir FSC). Dreifing ljéss til hlidar veitir upplysingar
um kornainnihald fruma en dreifing ljéss fram & vid er i réttu hlutfalli vid steerd frumanna. Vid nidurslatt
BLIMP1 og EZH2 med medhéndlun doxycycline i 60 kist. og 84 klst. minnkar hluti fruma og feerist ofar
i SSC (Mynd 8, Mynd 9, Mynd 10, Mynd 11). Nidurslattur EZH2 eftir 84 kist. medhdndlun doxycycline
synir greinileg ahrif & frumuskiptingu. Pegar mismunandi undirhépar punktagrafs voru skodadir hafdi
hopurinn med heaerra SSC og leegra FSC minni frumuskiptingu. Sa hopur sem haféi svipada dreifingu
og 6medhondladar RPCI-WMI fumur haféi skipt sér jafn mikid eda meira (Mynd 9). Ahrif nidurslattar
BLIMP1 & frumuskiptingu eftir 60 kist. medhdndlun doxycycline voru vel greinanleg (Mynd 10) og urdu
skyrari eftir 84 kist. medhdndlun (Mynd 11). Samkvaemt myndum 8-11 minnkadi nidurslattur EZH2 og

BLIMP1 frumuskiptingu.
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Mynd 8. Ahrif nidurslattar EZH2 & frumuskiptingu eftir 60 kist. medhéndlun med dox.
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Mynd 9. Ahrif nidurslattar EZH2 & frumuskiptingu eftir 84 kist. medhéndlun med dox.
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Mynd 10. Ahrif nidurslattar BLIMP1 & frumuskiptingu eftir 60 kist. medhdndlun med dox.
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Mynd 11. Ahrif nidurslattar BLIMP1 & frumuskiptingu eftir 84 kist. medhéndlun med dox.

A myndum 6 til 9 ma sja ahrif nidurslattar EZH2 og BLIMP1 & frumuskiptingu. A nedri hluta mynda ma sja
punktagrof par sem hver punktur tdknar eina frumu. Grafid er dregi® upp eftir stadsetningu frumunnar a tveimur
asum, y: dreifing endurkast ljoss til hlidar (e. side scatter) og x: dreifing endurkast ljoss fram & vid (e. forward
scatter). Dreifing ljoss til hlidar veitir upplysingar um kornainnihald fruma en dreifing ljéss fram & vid er i réttu
hlutfalli vid steerd frumanna. Stjornumerkt nedri hluta mynda 6-9: Hér sést munur & dreifingu fruma & punktariti
eftir nidurslatt BLIMP1 og EZH2. Flarljdmun mismunandi frumuhopa (Allar frumur, A og B) var skodud a
stoplaritum. A efri hluta mynda er buid ad teikna upp stéplarit (e. histogram) af flarljomun mismunandi frumuhépa
eftir mismunandi medhéndlun. Allt eru allar frumur, A og B eru tveir undirhépar. Skiptingu hépa ma sja a
punktagréfum. Raudi toppurinn taknar frumur kléna sem hafa veri®d mehondladar med doxycycline. Blai toppurinn
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tdknar émedhoéndlada klona. Greeni toppurinn eru émedhdndladar RPCI-WMI frumur sem hafa verid litadar
samdaegurs med CFSE og hafa pvi ekki skipt sér. | vidauka méa sja myndir af vidmidum RPCI-WMI fruma sem
utiloka &hrif doxycycline & frumuskiptingu. Mynd 6: ahrif nidurslattar EZH2 (klonn: EZH2 D8) eftir 60 kist.
medhondlun med doxycycline. Ekki er sjaanlegur munur a frumuskiptingu (efri hluti) en a punktagrofum sést
onnur skipting frumuhopa (stjornumerkt) vid nidurslatt EZH2. Mynd 7: ahrif nidurslattar EZH2 (klonn: EZH2 D8)
eftir 84 kist. medhéndlun med doxycycline. A efri hluta sést munur & frumuskiptingu allra hépa og hopa A. bar
hefur doxycycline medhondladar frumur skipt sér heegar. Pegar hdpur B er skodadur virdast paer frumur hafa skipt
sér jafn hratt eda hradar. Mynd 8: Ahrif nidurslattar BLIMP1 (klénn: BLIMP1 B5) eftir 60 kist. medhéndlun med
doxycycline. Eftir adeins 60 kist. medhondlun doxycycline sést munur & frumuskiptingu klona (efri hluti,
stjornumerkt) allra frumuhdpa. Jafnframt sést 6nnur skipting & punktagrafi (nedri hluti, stjornumerkt). Mynd 9:
Anrif nidurslattar BLIMP1 (kl6nn: BLIMP1 B5) eftir 84 kist. medhéndlun med doxycycline. Enn greinilegri munur &
frumuskiptingu samanborid vid mynd 8. CCPSR stendur fyrir CytoPainter Cell Proliferation Staining Reagent.

4.6 Frumudaudi kannadur med flurljomandi lit

Litun med CCPSR syndi minnkada frumuskiptingu en gaf ekki til kynna hvad bjé ad baki. bvi potti
okkur mikilveegt ad kanna hvort ad astaeda pess ad feerri frumur skipti sér pegar EZH2 og BLIMP1 eru
slegin nidur veeri frumudaudi. Til ad kanna pad voru frumur litadar med Annexin V og Pl (3.8). Annexin
V binst phosphatidylserine og PI binst niturbdsum DNA. Snemma i frumudauda fer phosphatidyslerine
fr& innri himnu yfir i ytri himnu (60). Litirnir komast ekki inn i frumu & medan hun er lifandi eda snemma
i styroum frumudauda. petta ma sja fyrir sér a punktagrafi par sem Annexin V litun er a x-as og Pl litun
a y-as. P& synir nedri vinstri fjéroungur grafs heilbrigdar frumur sem eru neikveedar fyrir baedi Annexin
V og PI. Nedri heegri fjoroungur synir frumur sem eru jakveedar fyrir Annexin V en neikvaedar fyrir PI,
frumur snemma i styroum frumudauda og efri haegri fjéréungur synir daudar frumur, jakvaedar fyrir
badum litum. Fyrsta setta vidmid var pvi medhondlun campthothecin RPCI-WMI fruma sem hvottu
frumudauda. Vidmidid var notad til ad skiptingu i fjoroungafrumudauda pvi en pad gaf mismunandi

hopa fruma eftir lifun (sja Mynd 12).
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Mynd 12. Camptothecin viomid.

Fra heegri til vinstri; i) punktagraf sem synir dreifni allra fruma synis, ii) Camptothecin vidmid var notad til ad
akvarda fjorounga frumudauda: nedri vinstri fjéréungur synir heilbrigdar frumur, nedri heaegri fjéréungur synir
frumur snemma i apoptosis og efri haegri fjidrdungur synir daudar frumur, iii) stdplarit sem synir hlutfall propidium
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iodide neikveedra fruma, iv) stoplarit sem synir hlutfall Annexin V jakveedra fruma. Efri hluti: medhéndlun med
camptothecin. Nedri hluti: medhéndlun med DMSO.

Naesta setta vidmid var doxycycline medhéndladar RPCI-WMI frumur. A Mynd 13 og Mynd 14
sést ad ahrif doxycycline medhdndlunar voru hverfandi en pegar myndirnar voru bornar saman var
hlutfall daudra fruma sambeerilegt ef ekki leegra eftir doxycycline medferd i 24 kist. og 48 kist. (Mynd
14) samanborid vid 6medhondladar RPCI-WMI frumur (Mynd 13). A myndum 13 og 14 ma sja ad

doxycycline medferd haféi hverfandi ahrif & frumudauda RPCI-WMI fruma.
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Mynd 13. Viomid frumudaudi
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Mynd 14. Vidmid frumudaudi, medhodndlun dox.

Myndir 13-14: Fra haegri til vinstri; i) punktagraf sem synir dreifni allra fruma synis, ii) punktagraf sem synir
fiorounga frumudauda: nedri vinstri fjoroungur synir heilbrigdar frumur, nedri heaegri fijoroungur synir frumur
snemma i apoptosis og efri haegri fjordungur synir daudar frumur, iii) stoplarit sem synir hlutfall propidium iodide
neikvaedra fruma, iv) stoplarit sem synir hlutfall Annexin V jakvaedra fruma. A efri hluta myndar 13: ¢litad syni sem
er notad til ad akvarda Pl neikvaedar frumur. Nedri hluti myndar 13: Omedhondladar RPCI-WMI frumur. Efri hluti
myndar 14: RPCI-WMI frumur medhdndladar i 24kist. Med dox. Nedri hluti myndar 14: RPCI-WMI frumur
medhdndladar i 48 kist. Med dox. Af myndum ma sja ad doxycycline medferd hefur hverfandi ahrif & frumudauda
RPCI-WMI fruma.

Naest var nidurslattur klona reestur med doxycycline og ahrif a frumudauda konnud. Medhéndlun
klbona med doxycycline olli stigvaxandi frumudauda (Mynd 15 og Mynd 16). begar fjérdungar
frumudauda voru bornir saman a punktagréfum milli syna sast ad hlutfall fruma snemma i styrdum
frumudauda jokst fra 2,77% i 10,65% og hlutfall daudra fruma jokst Ur 9,83% i 13,85% vid nidurslatt
EZH2 med medhondlun doxycycline i 48 klukkustundir (Mynd 15). Hlutfall fruma snemma i styrdum
frumudauda jokst fra 4,38% i 9,00% og hlutfall daudra fruma jokst Ur 15,18% i 23,79% vid nidurslatt
BLIMP1 med medhondlun doxycycline i 48 klukkustundir (Mynd 15). A punktagrafi & b4dum myndum
sast hvernig mynstur frumanna breytist vid nidurslatt EZH2 og BLIMP1. A stoplaritum var blid ad
reikna Ut hlutfall jakveedra Annexin V fruma og PI fruma. A badum myndum sést stigvaxandi fjlgun
Annexin V jakvaedra fruma og jofn leekkun & PI neikvaedum frumum vid aukin nidurslatt (Mynd 15, Mynd

16).
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Mynd 15. Ahrif nidurslattar EZH2 & frumudauda
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Mynd 16. Ahrif nidurslattar BLIMP1 & frumudauda

Mynd 10-11: Fra heegri til vinstri; i) punktagraf sem synir dreifni allra fruma synis, ii) punktagraf sem synir
fijordunga frumudauda ,Allt'-svaedis, nedri vinstri fjoréungur synir heilbrigdar frumur, nedri haegri fjoréungur synir
frumur snemma i apoptosis og efri haegri fiordungur synir daudar frumur, iii) stoplarit sem synir hlutfall propidium
iodide neikvaedra fruma, iv) stoplarit sem synir hlutfall Annexin V jakveedra fruma. A: Omedhdéndladar frumur. B:
frumur medhondladar med doxycycline i 24 klukkustundir. C: frumur medéhdndladar med doxycycline i 48
klukkustundir. Vidmid eru i vidauka.

Mynd 10: Hér sést stigvaxandi aukning annexin V jakveedra fruma og stigvaxandi laekkun PI neikveedra fruma vid
nidurslatt EZH2. Jafnframt eykst fjoldi daudra fruma (punktagraf ii) og fjoldi heilbrigdra fruma laekkar.

Mynd 11: Hér sést stigvaxandi aukning annexin V jakveedra fruma og stigvaxandi laekkun PI neikveedra fruma vid
nidurslatt BLIMP1. Jafnframt eykst fildi daudra fruma (punktagraf i) og fjéldi heilbrigdra fruma laekkar. Ahrif
nidurslattar BLIMP1 eru meiri en EZH2 eftir 48 klukkustunda medhdndlun med doxycycline.

Vio nidurslatt med doxycycline i 60 klukkustundir sast enn meiri munur (Mynd 17). betta voru

nidurstodur annarrar tilraunar. Hlutfall lifandi fruma & punktagrafi PI-Annexin V var lsegra samanborio

vid Mynd 15 og Mynd 16.
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Mynd 17. Ahrif medhéndlunar dox. i 60 kist. & frumudauda

A: Hér ma sja fiordunga frumudauda fyrir nidurslatt a BLIMP1 med doxycycline i 60 klukkustundir. Aukinn
frumudaudi sést. B: Hér mé sja fjordunga frumudauda fyrir nidurslatt EZH2 med doxycycline i 60 klukkustundir. |
badum tilfellum er aukin frumudaudi (efri haegri fijordungur) auk pess sem dreifing frumanna & punktagrafi breytist
vio nidurslatt.

4.7 Niourstéoour gPCR

I kj6lfar nyrra upplysinga um aukinn frumudauda beindust spjétin ad tjaningu annarra prétina i ferlinu.
Hugsanlegt var ad nidurslattur BLIMP1 og EZH2 hefdi ahrif & tjaningu gena sem koma vid ségu i
styrdum frumudauda og frumuskiptingu. Otalmérg gen komu til greina en &kvedid var ad einskorda
valio vid genin CUL4A, MAP3K5, ID2, XAF1 og TNFSF10. XAF1, MAP3K5 og TNFSF10 koma vid
sbgu i styroum frumudauda en ID2 i frumuskiptingu. Birt haféi verid rannsékn par sem BLIMP1 bast
ID2 og MAP3K5 genaseetum i MM frumulinum (23). MAP3K5, ID2, XAF1 og TNFS10 voru einnig 6l
tjdd i meira meeli vid nidurslatt BLIMP1 i MM frumulinu i sému rannsékn (23). Jafnframt voru
visbendingar um ad aukin tjaning BLIMP1 minnki tjaningu CUL4A i MM frumulinum (23). bvi var
ahugavert ad skoda hvernig malum veeri hattad i RPCI-WMI. CUL4A hafdi jafnframt tengingu vid
kliniska medferdo WM en floki sem CUL4A er hluti af er skotmark lyfsins lenalidomide, thalidomide

afleidu sem er notud i lyffamedferdum vio WM og MM (61).

A Mynd 18 ma sja nidurstédur gPCR sem syna tjaningu mRNA gena. Pegar pessi tilraun var
framkveemd voru NTC klénar tilbanir (sja undirkafla 3.4.1) og pvi var dkvedid ad nota pa sem sett
viomid. Munur & tjdningu TNFSF10 og ID2 var ekki teljanlegur milli syna en mikil aukning var a
tjaningu MAP3K5 og XAF1 i BLIMP1 B5 og EZH2 D8 samanborid vid NTC vidmid, hvort sem frumur
voru medhondladar med doxycycline eda ekki. Vid nidurslatt BLIMP1 i BLIMP1 B5 laekkadi tjaning
CUL4A mRNA éattfallt samanborid vid émeohondladar BLIMP1 B5 frumur. Vid nidurslatt EZH2 i EZH2

D8 klén leekkadi tjaning CUL4A sexfalt samanborid vid 6medhondladar frumur sama kléns.

Sida 32 af 40



Nidurstodur gPCR

18
16

14

12
NTC
10 m NTC dox
BLIMP1 B5
m BLIMP1 B5 dox
EZH2 D8
W EZH2 dox
= e Emm=m I .

TMNFSF10 MAP3KS CUL4A
Gen

AACt
o0

R =]

o]

Mynd 18. Nidurstddur qPCR

A mynd 18 sést hlutfallsleg tjaning mRNA TNFSF10, ID2, MAP3K5, CUL4A og XAF1. Hlutfallsleg tjaning (y-as) er
reiknud i samraemi vid j6fnu i undirkafla 3.9.4. Syni i tilrauninni voru klénar NTC (greent), BLIMP1 B5 (blatt) og
EZH2 D8 (appelsinugult). Sett viomid var émedhdndladur NTC klonn. Klénar voru einnig medhéndladir med
doxycycline i 24 kist. Doxycycline medhdndlun er taknud med dekkri lit. Ekki er skyr munur & tjaningu TNFSF10 &
milli syna. Sama mé& segja um ID2. Tjaning MAP3KS5 er aukin i samanburdi vid NTC viomid og eykst meira vid
nidurslatt BLIMP1 og EZH2 med doxycycline. Laekkun CUL4A er 4ttféld vio medhondlun doxycycline & BLIMP1
B5 klon samanborid vid 6medhéndladar BLIMP1 B5 frumur en tjaning leekkar sexfalt vid medhdndlun doxycycline
& EZH2 kl6ni samanborid vid émedhéndladan. | NTC klon er margfalt minni tjaning & XAF1 samanborid vid
BLIMP1 og EZH2 kléna.
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5 Umrada

Nidurstada métefnadtfellingar BLIMP1-EGFP og EZH2-HA synir ad protinin bindast. Styrkleiki
tilraunarinnar eru vidmidin sem voru sett. Baedi prétinin voru merkt protinum sem geetu hafa haft ahrif
& proétinatfellingu. Naudsynlegt var pvi ad Gtiloka 6sértaeka bindingu EGFP og HA. A western blot sést
ad HA og EGFP hafa ekki ahrif a bindingu BLIMP1-EGFP og EZH2-HA. Veikleiki tilraunarinnar var ad
ekki tokst ad fella Ut naegilega mikid magn EZH2-HA vegna erfidleika med motefni gegn HA i Co-IP.
Annar rannséknarhopur gerdi fyrr a arinu tilraun sem gaf sému nidurstédur i Co-IP a EZH2 og BLIMP1
par sem prétinin voru merkt med 68rum prétinum (49). bekkt er ad umritunarpeettir myndi fléka og
ferdist pannig a akvedinn stad i erfdamenginu til ad hafa ahrif a umritun gena (62). bvi gafu
nidurstddur & Mynd 1 visbendingar um ad EZH2 og BLIMPL1 bindist og vinni saman.

bpegar akvedid var ad nota WM frumulinuna RPCI-WMI var fyrsta skrefid ad stadfesta ad
BLIMP1 og EZH2 veeri tjad i henni. EZH2 hafdi ekki sérstaklega verid skodad i WM og ekki hefur tekist
ad syna fram & utslatt BLIMP1 pott tjaning pess sé minnkud i WM (63, 64). Mynd 2 synir tjaningu
BLIMP1 og EZH2 i RPCI-WMI frumulinunni. i badum tilfellum var bakgrunnur 2. stigs motefnis
hverfandi samanborid vid litun med fyrsta stigs métefni (synt fyrir BLIMP1, Mynd 2) og pvi ma draga pa
alyktun ad métefnalitunin gefi raunseeja mynd af tjaningu BLIMP1 og EZH2 i RPCI-WMI.

Upprunaleg aform voru ad nota CRISPR adferdina til ad sla at BLIMP1 og EZH2 i RPCI-WMI.
pratt fyrir itrekadar tilraunir lifou klénarnir ekki af. RPCI-WMI frumulinan var send i radgreiningu og
kom i ljés ad0 PRDM1, gen BLIMP1, veeri einungis ad finna & 6drum litning 6. litningapars. Sé BLIMP1
naudsynlegt fyrir lifun RPCI-WMI skyrir pad afhverju klonar med nidursleetti BLIMP1 lifdu ekki af. Ef
BLIMP1 og EZH2 vinna saman i lifun frumanna geeti pad einnig skyrt afhverju klénar med Utsleetti &
EZH2 lifdu ekki af.

Klénar med miRNA voru pvi Gtbanir. Fyrst purfti ad stadfesta nidurslatt BLIMP1 og EZH2.
Nidurslattur BLIMP1 var vel greinanlegar pegar myndir af moétefnalitun voru bornar saman vid
bakgrunn 2. stigs métefnis (Mynd 3). Allt ad 86% nidurslattur & BLIMP1 vid doxycycline medferd var
svo stadfestur med western bloti samanborid vid tjaningu BLIMP1 i émedhondludum frumum BLIMP1
B5 klons (gogn fra Kimberley Andersson, western blot ekki synt). Eins gaf motefnalitun visbendingu
um nidurslatt EZH2 sem stadfestur var & western bloti um 40% (Tafla 6). Klonarnir hofou pvi
markverdan nidurslatt beggja prétina sem gat gefid upplysingar um virkni peirra i RPCI-WMI.
Jafnframt var Gtbdid NTC vidmid sem einnig tjadi EGFP og miRNA sem & hvergi ad bindast innan
frumunnar. NTC viomidid lifdi ekki af i fyrstu tilraun en um einn og hélfan manud tekur ad Gtbua og
einklona miRNA RPCI-WMI frumulinu, pvi var NTC vidmidid ekki tilbaid fyrr en i lok
rannsoknartimabilsins. Vidmidid var pvi adeins med i gPCR tilrauninni i lokin en pad verdur notad i
frekari rannsoknum.

Anrif nidurslattar EZH2 & frumuskiptingu saust eftir 84 kist. (stoplarit Mynd 8, Mynd 9).
Greinilegur munur séast vio doxycycline medhéndlun a milli syna. Hvad vardar nidurslatt BLIMP1 var
munurinn meiri og greinanlegri fyrr eda eftir adeins 60 kist. (stoplarit Mynd 10, Mynd 11). betta var i

samraemi vio meiri nidurslatt a BLIMP1 i klonum samanborid vid EZH2 og gat gefid visbendingu um
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lika svipgerd nidurslatta beggja protina. | badum tilfellum breytast eiginleikar frumanna vid
nidurslattinn, paer minnka og verda kyrntari (punktagréf Mynd 8, Mynd 9, Mynd 10, Mynd 11). bvi ma
alykta ad nidurslattur EZH2 og BLIMP1 minnki frumuskiptingu, frumurnar minnki og paer verdi kyrntari i

badum tilfellum.

Litun med CCPSR syndi adeins ahrif & frumuskiptingu en gaf ekki til kynna asteedu hennar.
bvi purfti ad kanna hvort ad asteeda minni frumuskiptingar veeri frumudaudi. bad kom i ljés ad i badum
tilfellum var stigvaxandi aukning frumudauda i EZH2 D8 og BLIMP1 B5 kl6na vid lengri doxycycline
medhodndlun (Mynd 15, Mynd 16). betta rennir stodum undir pad ad EZH2 og BLIMP1 hafi ahrif a lifun
RPCI-WMI fruma. Vid styrdan frumudauda péttist umfrymi fruma & sama tima og frumur skreppa
saman (65). bessi frumudaudi geeti pvi skyrt ad hluta breytta eiginleika frumanna & FSC-SSC
punktagrafinu. Einnig var mikilveegt ad meta ahrif doxycycline medhdndlunar & venjulegar RPCI-WMI
frumur. Ahrif doxycycline voru metin, baedi i tilfellum frumudauda og frumuskiptingar, en ahrif pess

voru hverfandi sem styrkir nidurstédurnar.

Pessar tilraunir Gtiloka ekki &hrif GFP tjaningar a lifun frumanna en GFP var notad til ad velja
ut kléna sem hofdu innlimad miRNA og jafnframt var pad notad til ad segja til um raesingu tjaningar
mMiRNA i gegnum TRE-rtTA vid doxycycline medhdndlun. GFP er mikid notad til ad merkja tjaningu
fruma i tilraunum en af og til koma fram rannsdknir sem benda til hugsanlegra eitrunaréhrifa ef pad er
tjao i miklu magni (66, 67). Pad sem rokstydur ad GFP sé ekki eitrad eru heilbrigd tilraunardyr sem tja
GFP ao stadaldri (68). Baodir klénarnir med nidurslaetti voru svipad flarjomandi i smasja vid raesingu
med doxycycline en samt var mynstur frumuskiptingar og dauda ekki eins afgerandi hja badum
klonum vid nidurslatt BLIMP1 og EZH2 (Mynd 9, Mynd 11). Nidurslattur BLIMP1 eingdngu hafdi
afgerandi meiri ahrif. Ef petta veeru einungis &hrif GFP myndu pau virdast pau sému 6had magni
nidurslattar og 6had pvi hvort EZH2 eda BLIMP1 & i hlut. b6 parf ad bera flarljdmun milli kiéna og

viomids saman & nakveemari héatt og endurtaka tilraunirnar med NTC viomidinu til ad Gtiloka ahrif GFP.

Nidurstodur gPCR komu & Ovart. P4 helst aukin tjAning mRNA MAP3K5 og XAF1 i EZH2 og
BLIMP1 klbnum samanborid vid NTC kléna. Ekki er haegt ad Gtiloka ad tjaning miRNA hafi verid lek,
pad er ad rtTA geti i einhverjum tilfellum bundist TRE og reest tjaningu miRNA an pess ad doxycycline
bindist. A western bloti (Mynd 5, Tafla 6) sést ad tjaning émedhondlads EZH2 D8 kléns & EZH2 er
adeins 68% af tjaningu EZH2 i venjulegum RPCI-WMI frumum. Ahrif nidurslattarins gaetu skyrt breytta
tjAningu mMRNA MAP3K5 og XAF1 i EZH2 D8 samanborid vid NTC vidmid. Slik greining var ekki gerd
a BLIMP1 western bloti (western blot ekki synt). Medhdndlun doxycycline hafdi ekki teljandi ahrif &
tjAningu XAF1 og MAP3K5 i EZH2 D8 og BLIMP1 B5 klénum en minnkud tjAning NTC kl6ns vid
medhondlun doxycycline sast vel. XAF1 og MAP3KS5 taka baedi patt i styrdum frumudauda (69, 70).

CUL4A hefur flokid hlutverk en pad vidheldur stodugleika DNA vid eftrmyndun i
frumuskiptingu, tekur patt i stjorn frumuhringsins og i sérhaefingu stofnfruma bl6ds (71). CUL4A virdist
jafnframt hafa mismunandi ahrif i mismunandi frumugerdum. Oftjaning CUL4A er tengd verri horfum i
fiolmoérgum krabbameinum (71). Lenalidomide, thalomide-likt lyf, sem er notad i medferdum vid MM og
WM hefur ahrif & virkni CUL4A (72, 73). Aukin tjaning CUL4A er tengd betri svérun vid lenalidomide

lyffamedferd (23). CUL4A myndar dsamt 6drum prétinum fléka sem tekur patt i vinnslu prétina, m.a.
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med pvi ad senda pau i nidurbrot. Lenalidomide binst flokanum og beinir sérteekni hans ad nidurbroti
annarra prétina, medal annars peirra sem eru mikilveeg i lifun MM (23, 61). Synt hefur verid fram & ad

prétinmagn BLIMP1 minnkar vid lenalidomide medhéndlun a MM frumum (23).

Synt hefur verid fram & ad vid aukna tjaningu BLIMP1 minnkar tjAning CUL4A i MM
frumulinum (23). Buist var vid aukinni tjaningu CUL4A mRNA vid nidurslatt BLIMP1 i nidurstddum
gPCR. Aftur & moéti minnkadi tjaning CUL4A margfalt vid nidurslatt EZH2 og BLIMP1 samanborid vid
6meohdndlada EZH2 D8 og BLIMP1 B5 kl6na (Mynd 18). Tjaningin minnkadi attfallt vid nidurslatt
BLIMP1 en sexfalt vid nidurslatt EZH2. betta synir lika svipgerd nidurslatta beggja prétina og er i
samraemi vid ad hlutfallslegur nidurslattur BLIMP1 var heerri.

WM er frabrugdio MM ad pvi leyti ad frumur MM eru plasmafrumur sem stodvast a 66rum stad
i proska. MM tja ekki IgM og tja breytta samsaetugerd éneemisglébulins en frumur WM préast yfir i
krabbamein 4dur en samseetugerd 6naemisglébulinsis breytist (30, 31, 74). bvi er hugsanlegt ad stjorn

umritunarpatta i lifun pessara mismunandi B-frumukrabbameina sé ekki s sama.

petta eru einungis fyrstu visbendingar um breytta tjaningu mRNA vid nidurslatt EZH2 og
BLIMP1 i RPCI-WMI. | 8llum tilfellum i gPCR lentu mzeld gildi innan stadalklrfa visanna sem styrkir
nidurstodurnar en leidrétt var fyrir tjaningu MRNA aktins sem hélst stédug milli syna. Avallt parf ad
hafa i huga rannsakandaskekkju vio framkvaemd tilraunar. Breytileiki a milli tilrauna er alltaf til stadar
og pvi verdur ad endurtaka gPCR, fa sambeerilegar nidurstddur i nokkur skipti og gera tolfreediprof til

aod haegt sé ad draga rokstudda alyktun af nidurstédunum.

Frumulinur hafa aldrei nakveemlega s6mu svipgerd og upprunalegu krabbameinin, frumurnar
purfa ad taka breytingum vid pad ad lifa af utan likama sjuklings i tilboGnu frumuaeti (75). Uppruni fyrri
WM frumulina hefur verid a reiki og sumar peer bestu hafa einnig verid Epstein-Barr jakvaedar sem
dregur Ur geedum linanna (38). WM er mjog sjaldgaeft krabbamein og pvi gerir pad stérar rannsoknir a
synum WM sjuklinga erfidar. Ekkert rannséknarlikan er fullkomid og pad verdur ad hafa i huga pegar
ny pekking a sjukdomslikani er yfirfeerd yfir & sjukdominn sjalfan. RPCI-WMI frumulinan var préud ar
sjuklingi sem hafdi farid i erfida lyffamedferd, krabbameinsfrumurnar urdu énaemar fyrir helstu lyfjum
og ad lokum drégu peer sjuklinginn til dauda (36). RPCI-WMI virdist vera gott sjukdémslikan og getur
jafnframt gefid aukna pekkingu um hvernig 6naemi lyfja préast i WM (36, 39).

5.1 Alyktun

BLIMP1 og EZH2 eru mikilveeg protin fyrir lifun RPCI-WMI fruma og vid nidurslatt pessara protina fara
frumurnar yfir i styrdan frumudauda sem hefur pau ahrif ad frumurnar virdast skipta sér minna.
Naudsynlegt er ad endurtaka tilraunir til frekari stadfestingar. Frekari rannsokna er porf a hlutverki
BLIMP1 og EZH2 i WM.

Hafnarfirdi, 13. mai 2016

Adalheidur Elin Larusdottir
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