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Ágrip 

Hlutverk BLIMP1 og EZH2 í lifun Waldenström macroglobulinemia 

Höfundur: Aðalheiður Elín Lárusdóttir. 

Leiðbeinandi: dr. Erna Magnúsdóttir. 

Inngangur: Umritunarþátturinn BLIMP1 er nauðsynlegur í þroskun plasmafruma og seytingu 

ónæmisglóbúlíns. BLIMP1 hamlar bæði gen sem örva frumuskiptingu og gen sem taka þátt í þroskun 

B-fruma, áður en sérhæfing í plasmafrumu hefst. Hlutverk BLIMP1 í B-frumukrabbameinum er 

margþætt en það hagar ýmist sem æxlisbæligen eða æxlisgen. EZH2 er hluti fjölkamba bæliflókans 2 

(e. Polycomb-Repressive Complex 2). EZH2 er histónmeþýltransferasi, virki efnahvati flókans sem 

bætir meþýlhópum á histón H3 (H3K27) og á K26 á históni H1. EZH2 kemur við sögu í þroskun B-

fruma og er mikilvægt í lifun mergæxlis (e. multiple myeloma). Nýleg gögn benda til þess að BLIMP1 

og EZH2 vinni saman við þöggun ýmissa gena í plasmablöstum músa. Waldemström 

macroglobulinemia (hér eftir WM) er eitilfrumukrabbamein (e. lymphoid neoplasm) sem einkennist af 

íferð í beinmerg og offramleiðslu einstofna IgM mótefnis. Virkni BLIMP1 og EZH2 í WM hefur ekki 

verið skoðað. Leitast var við að skoða áhrif BLIMP1 og EZH2 á lifun WM fruma. 

Efniviður og aðferðir: Unnið var með nýlega WM frumulínu, RPCI-WMI. Klónar með niðurslætti (e. 

knock-down) á EZH2 og BLIMP1 voru útbúnir. Áhrif niðursláttar EZH2 og BLIMP1 á frumuskiptingu og 

frumudauða voru skoðuð í frumuflæðisjá. 

Niðurstöður: Niðursláttur á BLIMP1 og EZH2 hindrar frumuskiptingu með því að stýra RPCI-WMI 

frumum yfir í frumudauða.  

Ályktanir: EZH2 og BLIMP1 eru mikilvæg prótín í lifun RPCI-WMI fruma, án þeirra lifa þær ekki af. 

Gögnin benda til þess að í RPCI-WMI sé BLIMP1 æxlisbæligen. Rannsaka þarf betur samvinnu EZH2 

og BLIMP1 í WM í samhengi við önnur prótín sem koma við sögu í stýrðum frumudauða. 
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Listi yfir skammstafanir 

IgM – Ónæmisglóbúlín M (e. Immunoglobulin M) 

BLIMP1 – B-lymphocyte-induced maturation protein 1  

MM – Mergæxli (e. multiple myeloma) 

DLBCL – Dreift stórfrumu B-eitilæxli (e. diffuse large B cell lymphoma)  

ABC DLBCL – Virkjaðra B-frumu líkt (e. activated B-cell like) DLBCL  

WM – Waldenström macroglobulinemia 

WHO – Alþjóðaheilbrigðismálastofnunin (e. World Health Organization)  

REAL – Endurskoðað evrópsk-amerískt flokkunarkefi eitilkrabbameina (e. Revised European-

American Lymphoma classification criteria) 

MGUS – Góðkynja einstofna mótefnahækkun (e. monoclonal gammopathy of uncertain significance) 

EZH2 – Enhancer of zeste homolog 2 

PRC2 – Fjölkamba bæliflóki 2 (e. Polycomb-Repressive Complex 2) 

PcG – Fjölkamba prótín (e. Polycomb group)  

ncRNA – Löng táknlaus RNA (e. long non-coding RNA) 

FBS – Blóðsermi nautgripafósturs (e. Fetal Bovine Serum) 

Co-IP – Mótefnaútfelling tveggja prótína (e. Co-Immunoprecipitation) 

PBS – Phosphate buffered saline 

PMSF – Phenylmethylsulfonyl fluoride  

miRNA – MicroRNA 

mRNA – MessengerRNA 

TRE – Tetracyclin response element 

rtTA – Reverse tetracycline transactivator 

CRISPR – Clustered regularly interspaced short palindromic repeats 

CCPSR – CytoPainter Cell Proliferation Staining Reagent 

PI – Propidium iodide  

PCR – Polymerase chain reaction 

qPCR – real-time PCR / quantitative PCR 
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1 Inngangur  

Hér verður tæpt á fræðilegum grunni rannsóknarverkefnisins. Í undirkafla 1.1 verður stuttlega rætt 

um þroskun B-fruma og genaumröðun B-frumu viðtakans í þroskunarferlinu. Enn fremur verður 

samspili umritunarþátta og hvernig B-frumur þroskast í plasmafrumur lýst. Í undirkafla 1.2 er 

umritunarþættinum BLIMP1 lýst og fjallað um hlutverk hans í þroskun plasmafruma. Jafnframt er tæpt 

á mótsagnakenndu hlutverki hans í lifun ýmissa B-frumu krabbameina. Í undirkafla 1.3 er stiklað á 

stóru um Waldenström macroglobuliemiu, eitilfrumukrabbamein sem einkennist af offramleiðslu 

einstofna IgM mótefnis. Í undirkafla 1.4 er fjallað um prótínið EZH2, virkni þess og hlutverk í B-frumum. 

1.1 Þroskun plasmafruma 

B-frumur er hópur fruma sem á yfirborði sínu tjá fjölbreytta ónæmisglóbúlin viðtaka (e. 

immunoglobulin) sem þekkja mismunandi mótefnavaka (1). B-frumur eru undirflokkur eitilfruma (2). 

Þær eiga uppruna sinn í fyrsta stigs eitilvef (e. primary lymphoid tissue), lifrarvef og beinmerg á 

fósturskeiði og þroskast í annars stigs eitilvef (e. secondary lymphoid tissue) (1, 2). Nýjar B-frumur eru 

stöðugt framleiddar í beinmerg (2, 3). Uppruni allra B-fruma eru blóðmyndandi stofnfrumur (e. 

hematopoietic stem cells, HSCs) (2). Grunnvefsfrumur (e. stromal cells) beinmergs gegna því hlutverki 

að senda stofnfrumunum boð um sérhæfingu, bæði með beinum frumutengslum og framleiðslu 

frumuboða (e. cytockine) og efnatoga (e. chemokine) (2). Umritunarþættirnir (e. transcription factor) 

E2A og EBF eru nauðsynlegir til að ákvarða sérhæfingu B-frumu og virkja fyrstu umröðun gena (e. 

somatic recombination) (3). Þessir umritunarþættir örva jafnframt tjáningu umritunarþáttarins PAX5 

sem hamlar gen sem gegna ekki hlutverki í þroskun B-fruma en örvar gen sem stuðla að sérhæfingu 

B-fruma (2, 4, 5).  

Umröðun ónæmisglóbúlíngena í þungar og léttar keðjur er mikilvægur hluti þroskunar B-

eitilfruma. Fyrst á sér stað umröðun erfðaefnis þar sem D, JH og VH, hlutum þungu keðju 

ónæmisglóbúlíns er raðað saman handahófskennt – en fruman hefur mörg eintök af hverjum hluta í 

erfðaefni sínu (2). PAX5 tekur þátt í þessu ferli (5). Eftir fyrstu umröðunina hefur forveri B-frumu 

viðtakans (e. pre-B receptor) með μ-þunga keðju myndast en μ-þunga keðjan er mynduð úr stöðugum 

hluta Cμ ásamt D, JH og VH hlutum (2). Þeim frumum sem ekki mynda heila μ-keðju er eytt (2). Í 

erfðamenginu eru nokkrar mismunandi gerðir af C hlutum þungu keðjunnar, μ, δ, γ, ε og α en þær 

segja til um samsætugerð (e. class) ónæmisglóbulínsins (2). Þessari fyrstu umröðun og prófun fylgir 

frumufjölgun og smáar forvera B-frumur myndast sem allar hafa sömu þungu keðju (2). Því næst á sér 

stað umröðun á V og J hluta к léttrar keðju og síðan á λ léttrar keðju. Að lokum framleiðir hver fruma 

annað hvort к eða λ sem parast við μ-þunga keðju og myndar ónæmisglóbúlín M (e. Immunoglobulin 

M, hér eftir IgM) (2). Hlutfall þroskaðra B-fruma sem tjá к létta keðju samanborið við þær sem tjá λ létta 

keðju er 65% к á móti 35% λ (2). Riðlist þetta hlutfall gefur það vísbendingar um einklóna 

eitilfrumusjúkdóm (2).  

Eftir að B-frumurnar hafa myndað IgM fara þær í gegnum val þar sem frumum sem bindast 

sjálfsmótefnavökum (e. self antigens) sterkt er eytt og þeim sem bindast veikt eru óvirkjaðar (e. 

anergy) (6). Frumurnar sem ekki bindast sjálfsmótefnavökum ferðast úr beinmergi í milta (2). Á leiðinni 
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fara þroskaðar B-frumur á forstigi í millibilsástand (e. transitional stage), T1 og síðar T2 (7). Í miltanu 

þroskast T2 B-frumur annað hvort í óþroskaða randstæða B-frumu (e. naive marginal-zone B cell) eða 

óþroskaðar langlífar belg B-frumur (e. follicular B-cells) (8). Randstæðar B-frumur eru fyrstu frumurnar 

sem sérhæfast í plasmafrumur í upphafi ónæmissvars (9). Staðsetning þeirra í miltanu gerir það að 

verkum að þær eru fyrstu B-frumurnar til að komast í kynni við mótefnavaka í blóði og þær geta 

virkjast án hjálpar T-fruma (8). T-frumur eru annar undirflokkur eitilfruma (2). Þroskaðar belg B-frumur 

sem komast í kynni við mótefnavaka og fá hjálp frá T-frumum bregðast einnig hratt við og þroskast í 

plasmafrumur í upphafi myndunar ónæmis. Ónæmisglóbúlinviðtakar þessara fyrstu viðbragðsfruma 

hafa ekki farið í gegnum punktstökkbreytingar (e. somatic hypermutation) og þær fara fljótlega í 

stýrðan frumudauða (e. apoptosis) (8). Við örvun belg B-frumu með mótefnavaka ásamt boðum frá T-

frumu getur hún farið í kímstöð (e. germinal centre) (8).  

Í kímstöð er fjölbreytni B-frumu viðtakanna aukin með punktstökkbreytingum (2). Ákveðin ensím 

mynda rifu (e. nick) í öðrum DNA þætti í breytilegum svæðum (e. variable region, V) keðju 

ónæmisglóbúlíns og einnig skiptisvæðum (e. switch regions) á milli C svæða. Það getur leitt til þess að 

handahófskenndum basa er stungið inn í næstu frumuskiptingu en ef tvíþátta brot myndast á 

skiptisvæðum getur samsætugerð ónæmisglóbulínsins breyst (e. class-switch recombination) (2). 

Þegar samsætugerðin breytist er stöðuga hluta ónæmisglóbúlíns, Cμ, skipt út fyrir annað C svæði (2). 

Á meðan kímfrumuhvarfið á sér stað hindra umritunarþættirnir PAX5, BCL-6 og MITF umritunarþætti 

sem koma við sögu í þroska plasmafruma, mikilvægt hlutverk BCL-6 er að hindra BLIMP1 (B-

lymphocyte-induced maturation protein 1) (8, 10). Eftir kímfrumuhvarfið hafa myndast plasmafrumur 

og minnis B-frumur með viðtaka sem hafa mikla sækni í mótefnavaka og tjá breytta samsætugerð 

ónæmisglóbulíns (8).  

BLIMP1 er ásamt IRF4, nauðsynlegur umritunarþáttur í þroskun plasmafruma (8). Fruman þarf 

boð frá öðrum frumum ónæmiskerfisins til þess að tjáning BLIMP1 aukist en boð um 

ónæmisglóbúlínviðtakann og CD40 ásamt fjölmörgum frumuboðefnum eru mikilvæg í því ferli (8). 

BLIMP1 bælir tjáningu BCL-6, PAX5 og umritun prótína sem taka þátt í myndun punktstökkbreytinga 

og breytinga í samsætugerð ónæmisglóbúlíns (11).Við bælingu PAX5 örvast tjáning umritunarþáttarins 

XBP1 sem breytir B-frumunni í framleiðslueiningu ónæmisglóbúlins (12). Plasmafrumur framleiða seytt 

form ónæmisglóbúlíniviðtakans (8). Þessi umbreyting krefst aukinnar framleiðslugetu frymisnets án 

þess að frumunni sé stýrt yfir í frumudauða vegna of mikils álags (8). XBP1 örvar stækkun og virkni 

hvatbera, stækkun frymisnets og í kjölfarið stækkar fruman (8). 

Efnaboð og yfirborðsviðtakar eru mikilvægir í ratvísi (e. homing) plasmafruma (8). Viðtakar hafa 

áhrif á staðsetningu plasmafruma sem ferðast í átt að efnaboðum, CXCR5 bregst við efnaboðum frá 

milta en CXCR4 og α4-integrin bregðast við efnaboðum frá beinmergi og slímhúðum (13, 14). Við 

þroskun plasmafruma bælir BLIMP1 tjáningu yfirborðsviðtaka CXCR5 en örvar CXCR4 og α4-integrin 

(11, 15). Þegar tjáning BLIMP1 er aukin ferðast því plasmafrumur í átt að beinmergi og slímhúðum. 

Rúmlega tveimur vikum eftir ónæmissvar hverfur megnið af plasmafrumum úr milta en langlífar 

plasmafrumur eru enn til staðar í beinmerg allt að ári síðar (8). 
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Rannsóknir hafa sýnt að frumufjölgun er mikilvægur þáttur við sérhæfingu B-fruma í 

plasmafrumur(8). Áður en hægist á frumufjölguninni eykst tjáning BLIMP1 og frumurnar hafa þegar 

byrjað að seyta ónæmisglóbúlíni (8). B-frumur í kímfrumuhvarfi geta því þolað genabreytingar og mikla 

frumufjölgun án þess að varnarkerfi fari í gang, til að mynda stöðvun á frumuhring eða að ferill stýrðs 

frumudauða hefjist (16). Þetta getur gert frumurnar viðkvæmari fyrir illkynja stökkbreytingum og þannig 

stuðlað að þróun yfir í krabbamein (16, 17).  

1.2 BLIMP1  

Umritunarþátturinn BLIMP1 er 98kDa prótín í kjarna sem hefur fimm sinkfingur (e. zinc finger) sem 

bindast DNA (18, 19). BLIMP1 er umritunarþáttur sem bælir tjáningu fjölmargra gena (11). Meðal 

annars bælir það gen sem örva frumuskiptingu, þekkt markgen er m.a. c-myc, og einnig gen sem taka 

þátt í þroskun B-fruma meðal annars genum sem eru mikilvæg í kímstöð (11, 20). Tjáning BLIMP1 

nægir til að ákvarða sérhæfingu plasmafrumu á ákveðnu þroskastigi B-frumu (19). Sýnt hefur verið 

fram á að BLIMP1 er nauðsynlegt þroska plasmafruma til að þær seyti ónæmisglóbúlíni (18). Jafnframt 

er BLIMP1 nauðsynlegt til að tryggja langlífi plasmafruma í beinmerg (21).  

Hlutverk BLIMP1 í lifun plasmafruma er margþætt. Til dæmis við niðurslátt (e. knockdown) á 

BLIMP1 í frumulínum mergæxlis (e. multiple myeloma, hér eftir MM) eykst tjáning á prótíninu BIM, 

prótínið Mcl-1 bælist og kaspasar 9 og 3 virkjast (22). BIM örvar stýrðan frumudauða og Mcl-1 hindrar 

frumudauða og því eru samlegðaráhrifin stýrður frumudauði við niðurslátt BLIMP1 í MM (22). Einnig 

hefur verið sýnt í MM að BLIMP1 binst umritunarþættinum AIOLOS sem hamlar stýrðum frumudauða 

(23). 

Aftur á móti er vanvirkni BLIMP1 við myndun dreifs stórfrumu B-eitilæxlis (e. diffuse large B cell 

lymphoma, hér eftir DLBCL), öðru B-frumu krabbameini, lýst sem mikilvægum hluta af meingerðinni 

(24). Þar er annað hvort galli í BLIMP1 prótíninu eða stjórnlaus tjáning Bcl-2 talin óvirkja BLIMP1 í 

þróun flestra undirflokkum DLBCL, meðal annars virkjaðra B-frumu líks (e. activated B-cell like, hér 

eftir ABC) DLBCL (24). Í ABC DLBCL lokar óvirkjun BLIMP1 útkomuleið úr kímstöð en við óvirkjunina 

verður ekki bæling á genum sem knýja frumuhringinn og þá sérhæfast B-frumur ekki í plasmafrumur 

(24). Í því samhengi er BLIMP1 æxlisbæligen (e. tumor supressor gene) (24).  

B1-frumur eru frábrugðnar B-frumum í milta að því leyti að þær hafa B-frumu viðtaka af 

takmarkaðri fjölbreytni og geta virkjast án hjálpar T-frumu (2). Þetta eru frumur sem koma snemma 

fram í fósturþroskanum, fara í gegnum fábrotna genaendurröðun og seyta IgM mótefni aðallega gegn 

fjölsykrum (e. polysaccharide) (2). Þessar frumur seyta svokölluðum náttúrulegum mótefnum (e. 

natural antibodies) sem þær framleiða án sjáanlegrar sýkingar eða ónæmissvars (25). Þær er að finna 

í lífhimnu- og fleiðruholi (2). Ónæmisglóbúlin B1 fruma hafa ekki punktstökkbreytingar (26). BLIMP1 er 

hvorki nauðsynlegt í myndun B1 fruma né í viðhaldi þeirra en verður að vera til staðar fyrir framleiðslu 

IgM (25).  

1.3 Waldenström macroglobulinemia 

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

einkennist af íferð í beinmerg og offramleiðslu einstofna IgM mótefna (27, 28). WM flokkast undir 
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eitilfrumu- og plasmafrumulíkt eitlakrabbamein (e. lymphoplasmacytic lymphoma) í flokkunarkerfi 

Alþjóðaheilbrigðismálastofnunarinnar (e. World Health Organization, WHO) og í endurskoðuðu 

evrópsk-amerísk flokkunakerfi eitilkrabbameina (e. Revised European-American Lymphoma (REAL) 

classification criteria)(29). Miðgildi aldurs við greiningu er á milli 63 til 67 ára og 50–70% sjúklinga eru 

karlmenn (30). Sjúkdómurinn er ólæknandi og meðallifun er um fimm ár en vegna hás aldurs við 

greiningu deyr um helmingur sjúklinga af öðrum orsökum en WM (30). Helsta ábending meðferðar er 

íferð í beinmerg sem veldur frumufæð (e. cytopenia) og blóðleysi (e. anaemia)(27). Síðar í 

sjúkdómsferlinu getur sjúklingur fengið aukna seigju (e. hyperviscosity) blóðs og blóðflagnafæð (e. 

thrombocytopenia) sem eykur hættu á blæðingum (27). Klínísku einkenni blóðseigju eru blæðingar í 

nef- og munnholi, blæðing í sjónhimnu auk einkenna frá taugakerfi (27). Blóðleysi og blóðflagnafæð 

getur einnig verið afleiðing krabbameinsmeðferðar (27).  

Frumur WM eru taldar vera B-frumur sem hafa punktstökkbreyst og þróast í krabbamein áður 

en samsætugerð mótefnisins breytist (31, 32). WM er fyrst og fremst talinn stakstæður (e. sporadic) 

sjúkdómur en hluti sjúklinga hefur fjölskyldusögu um WM og IgM góðkynja einstofna mótefnahækkun 

(e. monoclonal gammopathy of uncertain significance, hér eftir MGUS) (33). Í sumum tilfellum þróast 

IgM MGUS yfir í WM (33). MYD88 stökkbreyting (L265P) sem einkennir meirihluta WM tilfella er notuð 

til að greina sjúkdóminn frá öðrum B-frumu krabbameinum og IgM MGUS (34). Algengasta 

litningabreytingin í WM er brottfall úr litningi 6, að hluta til eða að öllu leyti (35). Brottfall 6q21-22 í WM 

er í yfir 50% sjúklinga en þar er genið sem skráir fyrir BLIMP1, PRDM1, að finna (36). Þrátt fyrir það 

hefur ekki verið sýnt fram á brottfall PRDM1 á báðum samsætum litnings 6 eða óvirkjun í WM (37). 

Einkennandi tjáning yfirborðsviðtaka WM er IgM+, CD5- , CD10- , CD19+, CD20+, CD23-, CD25+, 

CD27+ og FMC7+ (30). 

Framan af gekk erfiðlega að útbúa sjúkdómslíkan fyrir WM en frumulínan RPCI-WMI frá 2013 er 

talin besta líkanið hingað til (38). RPCI-WMI tjáir yfirborðsviðtakana CD28, CD38 og CD184/CXCR4 

en ekki CD19, CD20 og CD23 (39). Sjúklingurinn sem upprunalegu frumur RPCI-WMI komu frá hafði 

fengið tvær lyfjameðferðir af rituximab, mótefni gegn CD20, og myndað þol (39). Við vinnslu 

frumulínunnar tapaðist tjáning CD19, CD20, CD24, CD25, CD52 og CD79b samanborið við 

upprunalega sýni sjúklings. RPCI-WMI er með brottfall 6q21 (36). Línan er jafnframt neikvæð fyrir 

Epstein-Barr vírussýkingu og hefur MYD88 L265P stökkbreytinguna (36). 

1.4 EZH2 

EZH2 er hluti PRC2 flókans (40). EZH2 er histónmeþýltransferasi (e. histone methyltransferase), það 

er að segja virka ensím flókans sem bætir meþýlhópum á histón H3 (H3K27) og á K26 á históni H1 

(41). Fjölkamba prótín (polycomb group, hér eftir PcG) eru talin stýra umframerfðum (e. epigenetics) 

með því að bæla sérhæfingu fruma og viðhalda þannig stofnfrumum en prótínin eru einnig mikilvæg í 

fósturþroska og stýra m.a. HOX genum (40). Stofnfrumulínur músa þar sem EZH2 hefur verið slegið út 

deyja fljótlega. Þær geta lifað af án EED, annars þáttar PRC2 flókans, en missa við það 

stofnfrumueiginleika sína og sérhæfast handahófskennt (42). PcG bæla gen með því að bindast þeim 

og bæta meþýlhópum á N-enda hala históna (40). Svo virðist meðal annars sem að ákveðnir 

umritunarþættir sem stýra örlögum frumunnar (e. „cell fate“ transcription factors) ásamt löngum 
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táknlausum RNA (e. long non-coding RNA, ncRNA) beini PcG að markgenum í erfðamenginu og stýri 

virkni PcG og þannig sérhæfingu fruma (43). EZH2 hefur ekki einungis hlutverki að gegna í kjarna 

heldur finnst það einnig í umfrymi þar sem það meþýlerar prótín (44). EZH2 er oftjáð í ákveðnum 

tegundum eitilfrumu-, blöðruháls- og brjóstakrabbameina og tengist verri horfum og meinvarpandi 

hegðun (42). Sýnt hefur verið fram á að PcG geta bælt þekkt æxlisbæligen og gen sem eru minna tjáð 

í krabbameinum (40). Hugmyndir eru um að PcG ásamt DNA-meþýltransferösum bæli gen sem taka 

þátt í sérhæfingu fruma og einnig þau sem hamla frumufjölgun. Það hefur þau áhrif að frumur sem 

bregðast ekki við sérhæfingarboðum safnast upp og fá tækifæri til að þróast yfir í krabbamein (43).  

EZH2 er mikilvægt snemma í B-frumu þroska þegar endurröðun þungu keðju 

ónæmisglóbúlíns á sér stað (45). Eftir það er EZH2 tjáning ógreinanleg fram að kímfrumuhvarfi en þar 

er hún mikilvæg fyrir frumuskiptingu B-fruma (46, 47). EZH2 bælir gen sem tengjast eftirlitstöðvum (e. 

checkpoint) frumuhringsins en óvirkjun þeirra virðist vera forsenda þess að B-frumur nái að skipta sér 

nógu oft til að B-frumuviðtakinn nái að þroskast (48). Á sama tíma hamlar EZH2 gen sem örva 

sérhæfingu í plasmafrumur líkt og IRF4 og PRDM1 (48). Bæði EZH2 og BLIMP1 eru tjáð á sama tíma 

á þessu stigi (49). Við lok kímfrumuhvarfs minnkar tjáning EZH2 (47). EZH2 er ekki tjáð í plasmafrumu 

og er því eitt af þeim genum sem aðgreinir þær frá frumum MM (50). Oftjáning EZH2 gerir frumum MM 

kleift að skipta sér án vaxtaboða frá umhverfi og er nauðsynlegt í lifun frumanna (51). Tjáning EZH2 

hefur einnig áhrif á viðloðunarprótín á yfirborði fruma MM (52). 
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2 Markmið 

Hlutverk BLIMP1 og EZH2 hefur ekki verið skoðað áður í WM. Nýleg rannsókn bendir til þess 

að EZH2 og BLIMP1 vinni saman við þöggun ýmissa gena í þroskun B-fruma (49). Markmið 

verkefnisins voru að skoða áhrif niðursláttar (e. knockdown) BLIMP1 og EZH2 á lifun RPCI-WMI 

fruma. Áhrif á frumuskiptingu og frumudauða voru skoðuð.  
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3 Efni og aðferðir 

3.1 Ræktun og meðhöndlun frumulína 

RPCI-WMI frumulínur voru ræktaðar í Gibco RPMI 1640 æti sem var bætt með l-glútamíni, 25mM 

HEPES og 10% FBS. Frumur tvöfölduðu fjölda sinn á sólarhring og voru þynntar 1:3 á 48 klst. fresti. 

Frumur voru taldar að minnsta kosti einu sinni í viku með frumuteljara (e. haemocytometer) og fjöldi 

þeirra var frá 2,5x105 á mL en fór aldrei yfir 106 frumur á mL. Við talningu voru frumur þynntar 1:1 með 

trypan blue og taldar í 4 römmum af 9. Í talinn fjölda var deilt með 4, því næst margfaldað með 2 

vegna þynningarinnar og loks margfaldað með 104 til að fá fjölda fruma í mL. HEK293T frumulínur 

vorur ræktaðar í Gibco DMEM æti sem var bætt með 10% FBS og 1/100 penstrept. Trypsin var notað 

til að losa þær af frumuræktardiskum. 

3.2 Kalsíumfosfat genainnleiðsla 

Plasmíð með BLIMP1 merkt EGFP (plasmíð 1, Tafla 1) og annað plasmíð með EZH2 merkt (plasmíð 

3, Tafla 1) voru innleidd í HEK293T frumur. Tvö viðmið voru sett, BLIMP1-EGFP plasmíðið ásamt 

plasmíði sem innihélt einungis HA (plasmíð 4 , Tafla 1) og EZH2-HA plasmíð ásamt plasmíði sem 

innihélt einungis EGFP (plasmíð 2, Tafla 1). Viðmið voru sett til þess að útiloka áhrif merkingar á 

mótefnaútfellingu tveggja prótína (e. Co-Immunoprecipitation, Co-IP). 

Tafla 1. Listi yfir plasmíð Co-IP 

 Plasmíð Hlutverk 

1 pPB CAG Blimp1-EGFP CAG dsRED-IB Skráir fyrir sítjáðu BLIMP1-EGFP og dsRED 

2 pPB CAG EGFP CAG dsRED-IB Skráir fyrir sítjáðu EGFP og dsRED 

3 pCAG EZH2-HA-IP Skráir fyrir sítjáðu EZH2-HA 

4 pCAG HA-IP Skráir fyrir sítjáðu HA 

 

3.2.1 Framkvæmd 

Plasmíðalausn var sett í dropa á hlið 15mL glas. 100uL af 2.5M CaCl2 lausn var látin drjúpa varlega í 

dropann og vatni bætt við upp að 1mL. Pípettusnáði með 1mL pípettu var notaður til að mynda 

loftbólur með útblæstri í um 1 mínútu á meðan sýrustillt HBS lausn (pH 6.99) var látin renna varlega 

ofan í lausnina. Við þetta falla plasmíðin út í flóka ásamt kalsíumfosfati. Skipt var um æti á HEK293T 

frumum sem var degi áður sáð á diska. Plasmíðalausninni var dreypt jafnt yfir frumudiska. Átta 

klukkustundum síðar var skipt um æti. Á þessum átta klukkustundum tóku frumurnar upp plasmíð-

kalsíumfosfat-flókanna. Fylgst var með flúrljómun fruma daglega. Tveimur dögum síðar var gerð 

mótefnaútfelling (sjá 3.3) með mótefnum gegn EGFP annars vegar og HA hins vegar. 
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3.3 Mótefnaútfelling tveggja prótína 

1mL af trypsín-EDTA var notaður til að losa frumur af frumudiskum og 2mL af æti notaðir til að 

hlutleysa trypsínið. Frumur voru settar í skilvindu í 5 mínútur á 440xg við 4°C. Eftir það voru öll skref 

unnin á ís til að hægja á ferlum innan frumunnar. Æti var hellt af og frumur þvegnar tvisvar með 

ísköldu PBS (phosphate buffered saline)  og settar í skilvindu í 5 mínútur á 440xg við 4°C á milli. PBS 

var svo hellt af. 

Sundrunarlausn (e. lysis buffer, 10mM Tris pH7,5, 150mM NaCl, 0,5% NP40, 0,5 mM EDTA) 

var blönduð og kæld. PMSF (phenylmethylsulfonyl fluoride) og blöndu próteasahindra (Protease 

inhibitor cocktail, p8340 frá Sigma Aldrich) var blandað í kalda sundrunarlausn 1:100. 300uL 

sundrunarlausn var sett á frumur. Frumulausn var látin standa á ís í 30 mín og frumur blandaðar með 

pípettu á 10 mín fresti. Frumur voru síðan settar í skilvindu á hámarkshraða, 16873xg í 10 mín. við 

4°C. Flotið var hirt og sett í köld 1,5mL glös. Prótínstyrkur var mældur í Bradford-lausn. Inntak (e. 

input) var tekið til hliðar. Þynningarlausn (e. Dilution buffer) með prótínasahindrum (1:100) var útbúin 

og sýnin voru þynnt 1:4 og skipt í tvö 1.5mL glös. 50uL af perlum var sett út í hvert glas og sýni látin í 

vöggu við 4°C í 30 mínútur. Þetta var gert til þess að koma í veg fyrir að ósérhæf binding perla hafi 

áhrif á niðurstöður. 

Sýni voru sett í skilvindu við hámarkshraða, 16873xg, í 5 mín við 4°C. Flot var hirt og sett í ný 

kæld 1.5mL glös. Fyrsta stigs mótefni var bætt út í og sýni sett á vagga í 45mínútur við 4°C. Fyrsta 

stigs mótefni sem voru notuð við útfellingu voru músa αHA (Anti-HA tag antibody frá Abcam) og 

kanínu αGFP (Anti-GFP antibody – ChIP Grade (ab290) frá Abcam). 50uL af protein G sepharose 

perlum (Sigma Aldrich) var bætt út í og sýni sett í vagga í 2 klukkustundir við 4°C. Sýni voru sett í 

skilvindu við 344xg í 1 mínútu við 4°C. 100uL af floti var tekið til hliðar en rest hent. Perlur var þvegnar 

þrisvar sinnum með 500uL þynningarlausn og settar í skilvindu við 344xg í 1 mínútu við 4°C. Fyrir 

síðasta skilvinduskrefið voru perlur færðar í nýtt 1.5mL glas til að koma í veg fyrir að prótínin sem loða 

við glasið hafi áhrif á niðurstöður. Að lokum var floti hent og Laemmli-lausn bætt út í perlur, flot og 

inntak. Inntaks-, flots- og perlulausnir voru soðnar við 99°C í 5 mín og settar í skilvindu við stofuhita í 1 

mínútu. Sýni voru fryst og degi síðar voru þau soðin aftur og keyrð beint á geli (sjá 3.6). 

3.4  Rafgötun 

3.4.1 Innleiðsla á miRNA genaferjum  

Búið var að hanna og útbúa PiggyBac plasmíð með stökkul sem skráði fyrir mismunandi afleidd (e. 

induced) miRNA (microRNA) (plasmíð 1-3 Tafla 2). Tvö miRNA voru mótsvarandi mRNA PRDM1 og 

eitt mRNA EZH2. Við bindingu miRNA við mRNA hindrar það þýðingu þess í prótín, hvetur til 

niðurbrots mRNA og þaggar þannig viðkomandi gen(53). Sett viðmið var plasmíð sem skráði fyrir 

miRNA sem binst ekki neinu mRNA (plasmíð 5 Tafla 2).  

PiggyBac plasmíð (plasmíð 1-5 og 7 Tafla 2) inniheldur stökkul sem þarf transpósasa til að 

innlimast inn í erfðamengi frumunnar (54, 55). Því er annað plasmíð innleitt með sem inniheldur 

sítjáðan transpósasa (plasmíð 6 Tafla 2). Transpósasinn innlimar stökkul PiggyBac plasmíðsins í 
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erfðamengið. Plasmíðið sem skráir fyrir transpósanum skortir stökkla og þynnist út með 

frumuskiptingu. 

Fyrir framan hvert miRNA var TRE (tetracyclin response element). rtTA (reverse tetracycline 

transactivator) binst TRE og virkjar umritun miRNA við bindingu doxycycline. Með miRNA plasmíðinu 

var því innleitt plasmíð sem skráir fyrir stökkli sem innihélt rtTA með sítjáðum CAG stýrli (plasmíð 5 

Tafla 2). Það er, ef frumur höfðu innlimað miRNA og rtTA voru þær meðhöndlaðar með doxycycline til 

að kveikja á tjáningu miRNA. Á stökkli með rtTA var einnig þolgen fyrir G418, þær frumur sem 

innlimuðu stökkul með rtTA lifðu af G418 val. 

Tafla 2. Listi yfir plasmíð 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 án útsláttarvirkni 

5. pPB-CAG-rtTA-pA Skráir fyrir rtTA og G418 þolgeni 

6. pPy-CAG-PBASE Inniheldur transposase 

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

8. pCAG EGFP Viðmið (e. control) fyrir rafgötun 

 

Til að fylgjast með hvaða frumur innlimuðu stökkla pPB plasmíða var pPB plasmíð sem skráði 

fyrir EGFP (plasmíð 8, Tafla 2) innleitt með. TRE var einnig fyrir framan EGFP. Seinna, þegar 

frumurnar voru meðhöndlaðar með doxycycline, bast það ásamt sítjáða rtTA við TRE fyrir framan 

miRNA raðirnar og EGFP sem hvatti tjáningu þeirra. Ef transpósasinn innlimar eitt pPB er nánast 

öruggt að hin pPB plasmíðin hafi verið innlimuð vegna skilvirkrar stökkulvirkni pBASE. Þannig var 

innlimun EGFP stökkuls notuð til að áætla hvort að miRNA hafi verið stungið inn í erfðamengið. Ef 

frumur voru flúrljómandi voru allar líkur á því miRNA hefði einnig verið fært í erfðaefni frumunnar. Eins 

var EGFP tjáning sett sem viðmið fyrir ræsanleika miRNA þar sem TRE var fyrir framan EGFP. 

3.4.1.1 Framkvæmd 

1x106 RPCI-WM1 frumur voru settar í 70uL lausn af æti með 10% FBS. 10ug af plasmíði var bætt út í, 

lausnin var því næst færð yfir í 4mm kúvettur og gefinn rafpúls (e. electrical pulse) á stillingunum 

350uF, 220 V með GenePulser XcellTM frá Bio-Rad. Með hverju miRNA plasmíði (plasmíð1-4, Tafla 2) 

voru plasmíð 5, 6 og 7 innleitt með (Tafla 2). Tvö viðmið voru sett, eitt leitt með pCAG EGFP plasmíði 

til að áætla skilvirkni rafgötunar og eitt án alls plasmíðs til að sjá áhrif rafgötunar á frumurnar.  

Eftir rafgötun voru frumur færðar í 2mL af æti í 6 holu bakka og settar í hitaskáp (e. incubator) 

við 37°C. Fjórar frumulínur voru útbúnar. Tvær með sitt hvoru plasmíðinu sem innihélt miRNA sem 

þaggar BLIMP1, ein með miRNA sem þaggar EZH2 og ein með plasmíði sem innihélt ekkert miRNA 

sem nota átti sem viðmið. Eftir 24 klst. í rækt var gentamicin í 1mg/mL styrk bætt út í og frumur settar 
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aftur í hitaskáp. 16 dögum seinna voru þær frumur sem voru leiddar með miRNA plasmíðum 2 og 3 

lifandi (Tafla 2). Útbúnar voru einstofna frumulínur með því að þynna í 50 frumur í 10 mL æti sem 

samsvarar hálfri frumu á hverja 100uL. Fjölpípetta var notuð til að skammta 100uL af þynntri 

frumulausn í 96 holu bakka. Eftir 14 daga voru bakkar skimaðir og klónar færðir í 48 holu bakka. 

Helmingur fruma í hverjum brunni var tekinn og hvattur með doxycycline 0,5 mg/mL. Frumur voru 

skoðaðar í flúrljómunarsmásjá degi seinna og flúrljómandi klónar valdir í rækt. 

3.4.2 CRISPR 

Notuð voru MLM3636 plasmíð sem skráðu fyrir gRNA og hins vegar pspCAS9CBB sem skráir fyirr 

Cas9. gRNA beinir Cas9 ensími á ákveðið markgen í erfðamenginu þar sem það framkvæmir tvíþátta 

brot. Þolgen var fyrir puromycin á plasmíði með Cas9. Fjögur sýni voru útbúin þar sem mismunandi 

gRNA plasmíð (plasmíð 2-5, Tafla 3) voru innleidd með Cas9 (plasmíð 1, Tafla 3). Tvö gRNA bundust 

EZH2 (plasmíð 2 og 3 Tafla 3) og tvö bundust BLIMP1 (plasmíð 4 og 5 Tafla 3) 

3.4.2.1 Framkvæmd 

1x106 RPCI-WM1 frumur voru settar í 100uL lausn af æti með 10% FBS. 10ug af plasmíði var bætt út 

í, lausnin var því næst færð yfir í 4mm kúvettur og gefinn rafpúls (e. electrical pulse) á stillingunum 

350uF, 220 V með GenePulser XcellTM frá Bio-Rad. Með hverju gRNA plasmíði (plasmíð 2-5, Tafla 3) 

var plasmíð 1 innleitt með (Tafla 3). Þrjú viðmið voru sett, eitt með MLM 3636 plasmíðs án gRNA 

ásamt Cas9, annað einungis leitt með pCAG EGFP plasmíði til að áætla skilvirkni rafgötunar og þriðja 

án alls plasmíðs til að sjá áhrif rafgötunar á frumurnar. Frumur voru valdar í 2 daga með puromycin. 

Tafla 3. Plasmíð CRISPR 

 Plasmíð Hlutverk gRNA röð ásamt PAM röð 

1 pspCas9CBB Skráir fyrir Cas9  

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

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

4 MLM 3636 hPrdm1ex4 gRNA3 gRNA sem binst útröð 4  TGGACAGATCTATTCCAGAG-GGG 

5 MLM 3636 hPrdm1ex6 gRNA4 gRNA sem binst útröð 6 AGCGAGCTCGGGAGAGAAGT-GGG 

6 MLM 3636  Plasmíð án gRNA  

7 pCAG EGFP-IP  Viðmið fyrir rafgötun  

 

3.5 Mótefnalitun 

Þremur sólarhringum fyrir litun var tjáning ræsanlegu miRNA genanna ræst með 1ug/mL doxycycline. 

106 frumur voru settar í 1.5.mL glös í skilvindu við 780xg, 5 mín. Þær voru þvegnar tvisvar með 1mL 

PBS. Frumunum var spunnið á smásjárgler og fixeraðar með 100uL af 4% formalíni í 20 mínútur. Þær 

voru síðan þvegnar með PBS. Næst voru þær þvegnar með 100uL PBT (PBS með 0,1% Triton-X100) 
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í 8 mínútur við stofuhita. Frumur voru þvegnar þrisvar með PBS í 5 mínútur í hvert sinn. PBS með 5% 

geitasermi frá Gibco, 0.05% Triton-X100 og 0,25% BSA var sett á sýnin til að loka þeim (e. blocking 

buffer) og litað var með fyrsta stigs mótefni yfir nótt við 4°C. Til að lita fyrir BLIMP1 var notað kanínu 

αBLIMP1 (BLIMP1/PRDI-BF1 (C14A4) Rabbit mAb frá Cell Signaling). Til að lita fyrir EZH2 var notað 

músa αEZH2 (Purified Mouse anti-EZH2 #612666 frá BD transd. Laborat.). Í þeim sýnum sem litað var 

fyrir EZH2 var einnig litað fyrir GFP með kanínu αGFP (Anti-GFP ab290 Rb frá Abcam). 

Degi seinna voru sýni þvegin þrisvar með 100uL PBT (PBS með 0,1% Triton-X100) í 5 mín við 

stofuhita og annars stigs mótefnalausn (e. secondary antibody) sett á sýnin. Annars stigs mótefnin 

sem notuð voru: rautt αkanínu (Alexa fluor 555 goat anti Rb IgG frá Thermo scientific) sem bast 

BLIMP1 fyrsta stigs mótefninu, rautt αmúsa (Alexa fluor 546 goat antiMouse IgG frá invitrogen) sem 

bast EZH2 fyrsta stigs mótefninu og grænt αkanínu (Alexa fluor 488 goat anti Rb IgG frá Thermo 

scientific) sem bast GFP fyrsta stigs mótefninu. Mótefnin voru þynnt 1:1000 í PBT og höfð á í 1 

klukkustund við stofuhita í myrkri. Sýnin voru því næst þvegin tvisvar með 100uL PBT í 5 mín og 1 

sinni með PBS í 5 mín. PBS með 1:5000 þynningu af kjarnalitnum DAPI (4′,6-diamidino-2-

phenylindole) var sett út á sýnin í 5 mín. Sýnin voru því næst þvegin 1x með PBS og látin þorna. Dropi 

af festingarlausn (e. Mounting medium) var settur á sýnin og þekjugler (e. cover glas) sett yfir. Sýnin 

voru límd á köntum og skoðuð í FV1200 Olympus smásjá.  

3.6 Western blot 

106 frumur voru teknar og settar í skilvindu við 440xg, 5mín, 4°C. Klónar höfðu verið ræstir í 48 klst. 

með doxycycline, 1ug/mL. Þær voru þvegnar 2x með köldu PBS. Sundrunarlausn (e. TRAP lysis 

buffer, 10mM Tris pH7,5, 150mM NaCl, 0,5% NP40, 0,5 mM EDTA) var blönduð og kæld. PMSF 

(phenylmethylsulfonyl fluoride) og blöndu próteasahindra (Protease inhibitor cocktail p8340 frá Sigma 

Aldrich) var blandað í kalda sundrunarlausn 1:100. Frumur voru sprengdar í 30uL sundrunarlausn í 30 

mín. á ís. Á 10 mín. fresti var frumulausnin blönduð með pípettu. 10uL af 4x Laemmli buffer var 

blandað saman við. Sýni voru sett í 5 mín. í sonicator og soðin við 94°C í 5 mín.  

Sýni voru keyrð með rafdrætti á 10% acrylamide geli og 5% acrylamide stacking geli. Fyrst í 

110V í 10 mín og síðan við 150V í 50 mín. Svampi, pappír, geli og himnu var raðað í samloku eftir 

forskrift abcam um western blot (e. Western blot). PVDF himna var notuð og var fyrst virkjuð í 100% 

methanol í örskamma stund á hvorri hlið. Samloka var sett í transfer buffer (0,025M Tris base, 0,192M 

Glycine, 0,05%SDS, 20% methanol) og keyrð við 90V í 2 klst. við 4°C. Himnu var lokað (e. block) með 

5% BSA í TBS með 0.1% tween í 1 klst. við stofuhita. Himna var þvegin þrisvar í 10 mín. í TBST við 

stofuhita. Fyrsta stigs mótefni voru þynnt 1:1000 og sett á himnu í TBST með 5% BSA við 4°C á 

vöggu yfir nótt. Fyrsta stigs mótefnin voru músa αEZH2 (Purified Mouse anti-EZH2 #612666 frá BD 

transd. Laborat.) og kanínu αaktin (β-Actin (13E5) Rabbit mAb frá Cell signaling) voru notuð. Daginn 

eftir var himna þvegin þrisvar í 10 mín. með TBST við stofuhita.  

Annars stigs mótefnin sem notuð voru: rautt αkanínu (Alexa fluor 555 goat anti Rb IgG frá 

Thermo scientific) og grænt αmúsa (Alexa fluor 488 goat anti Mouse IgG frá Thermo scientific) sem 

bast GFP fyrsta stigs mótefninu. Annars stigs mótefni voru þynnt 1:15.000 í TBST með 5% BSA og 
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sett á himnu í 1 klst. við stofuhita. Himna var því næst þvegin þrisvar með TBST v/stofuhita í 10 mín. í 

hverju þvottaskrefi. Himna var skönnuð í Odyssey Infrared Imaging System. 

3.7 Fjölgun fruma könnuð með flúrljómandi lit 

Til að skoða áhrif niðursláttar BLIMP1 og EZH2 á frumuskiptingu var notaður flúrljómandi litur. Notaður 

var liturinn ab176736, CytoPainter Cell Proliferation Staining Reagent – Red Fluorescence (hér eftir 

CCPSR) frá Abcam. Þessi litur virkar eins og CFSE. CFSE fer í gegnum frumuhimnuna og tengist 

innan frumunnar samgilt (56). Við hverja frumuskiptingu skiptist liturinn jafnt á milli dótturfruma (57). 

Þannig var borin saman frumufjölgun klóna eftir meðhöndlun með doxycycline samanborið við 

ómeðhöndlaðar frumur. Flúrljómun var mæld í frumuflæðisjá og á þann hátt má fylgjast með allt að 8 

frumuskiptingum þar sem flúrljómunin minnkar við hverja skiptingu (56). Liturinn sem var notaður 

örvast við 633nm og ljómar 628-643nm. GFP örvast við 488nm en ljómar við 509nm og því hafði GFP 

flúrljómun frumanna ekki áhrif á mælinguna. 

3.7.1 Dagur 0  

Klónarnir RPCI-WM1 miRNA #2 BLIMP1 B5, RPCI-WM1 miRNA #2 BLIMP1 C2 og RPCI-WM1 

miRNA #3 EZH2 D8 voru notaðir auk viðmiðs RPCI-WM1. Framleiðsla miRNA var ræst hjá 106 

frumum með 1.0ug/mL doxycycline. 1.0 ug/mL doxycycline var einnig bætt á 5x105 RPCI-WMI frumur. 

3.7.2 Dagur 1: 24 klst. ræsing með doxycycline 

Eftir 24 klst. voru frumur taldar og 5x105 frumur settar í 1.5mL glös og í skilvindu við 440xg, 5 mínútur. 

Einnig voru teknar 5x105 frumur af klónunum án doxycycline meðhöndlunar og ómeðhöndlaðar RPCI-

WMI frumur. Hvert sýni var sett í 1.5mL glös og glös sett í skilvindu á sama hraða. Æti var tekið af 

með pípettu. Litunarlausn var útbúin í PBS við stofuhita. 500uL af litunarlausn var blandað við 

frumupelletturnar, glösin látin standa í 10 mínútur við stofuhita varin frá ljósi með álpappír. Glös voru 

sett í skilvindu við 440xg, 5 mín og litunar lausn þvegin af. Því næst voru frumupellettur þvegnar einu 

sinni með 500uL RPMI 10% FBS æti og tvisvar sinnum með 1mL RPMI 10% æti. Ferskt 2 mL æti var 

sett á frumurnar og hverju glasi skipt í 2 brunna í 12 brunna plötu. Á þær frumur sem höfðu verið 

ræstar með doxycyline 1,0ug/mL í 24 klukkustundir var bætt 1,0ug/mL doxycycline.  

3.7.3 Dagur 3: 60 klst. ræsing með doxycycline 

36 klukkustundum síðar var 1 brunnur af hverri frumulínu tekinn, æti fjarlægt og frumur þvegnar með 

1mL af PBS. Skilvinduskref var 440xg í 5 mín. Jafnframt eru 5x105 ferskar RPCI-WMI frumur teknar og 

litaðar líkt og á degi 1. Í stað þess að frumurnar væru settar í ferskt æti voru þær þvegnar með 1mL af 

PBS (skilvinduskref 440xg, 5 mín). Frumur voru svo þynntar í 400uL PBS og skoðaðar í 

frumuflæðissjá. Gögn voru unnin í Flowing Software 2. 

3.8 Frumudauði kannaður með flúrljómandi lit 

Notað var FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit I frá abcam. Í því eru flúrljómandi litirnir Annexin V 

og propidium iodide (PI). Annexin V binst phosphatidylserine og PI binst niturbösum DNA. Snemma í 

frumudauða (e. apoptosis) fer phosphatidyslerine frá innri himnu yfir í ytri himnu. Litirnir komast ekki 



Síða 16 af 40 

 

inn í frumu á meðan hún er lifandi eða snemma í apoptosis. Á seinni stigum í frumudauða er 

frumuhimnan ekki lengur heilsteypt og þá komast bæði Annexin V og Propidium iodide inn í 

frumuhimnuna. Draga má upp punktagraf úr frumuflæðisjá til þess að sjá myndrænt mismunandi hópa 

fruma eftir því hvort þær eru lifandi, snemma í stýrðum frumudauða eða dauðar. 

3.8.1 Dagur 0 

Klónarnir RPCI-WM1 MiR #2 BLIMP1 B5, RPCI-WM1 MiR #2 BLIMP1 C2 og RPCI-WM1 MiR #3 

EZH2 D8 voru notaðir auk viðmiðs RPCI-WM1. Framleiðsla miRNA var ræst hjá 5x105 frumum með 

1,0ug/mL doxycycline. 1,0 ug/mL doxycycline var einnig bætt á 5x105 RPCI-WMI frumur. 

3.8.2 Dagur 1, 2 eða 3 

Gerð var litun eftir 24 klst., 48 klst., og 60 klst. ræsingu með doxycycline. Sett voru viðmið fyrir 

frumudauða sama dag og frumur voru litaðar. 5x105 frumur RPCI-WMI frumulínunnar voru 

meðhöndlaðar með 5uM camptothecini leystu upp í DMSO í 3–4klst. Camptothecin hvetur frumur yfir í 

stýrðan frumudauða með því að hindra tópóísómerasa I og valda þannig tvíþátta brotum við 

eftirmyndun DNA (58). Annað viðmið með jafnmiklu DMSO án camptothecin var útbúið. 

Sýni frá því deginum áður auk viðmiðanna voru þvegin með PBS og sett í skilvindu við 440xg í 

5 mín. Frumur voru leystar upp í 4mL PBS. Frumur voru settar í skilvindu við 180xg í 6 mínútur. 

Frumur þynntar í 2x106 frumur á mL með Binding Buffer. 100uL af frumulausn voru færðir yfir í 4mL 

glös og 5uL af APC Annexin V og 5uL af PI var blandað í hvert glas. Ólitað sýni var tekið til hliðar. 

Frumur voru látnar standa í myrkri í 15 mín. við stofuhita. 400uL af Binding Buffer var bætt í og frumur 

skoðaðar í frumuflæðisjá. Myndir voru unnar í Flowing Software 2. 

3.9 qPCR og hönnun vísa 

Vísar (e. primers) fyrir CUL4A, MAP3K5, ID2, XAF1 og TNFSF10 voru hannaðir fyrir cDNA í 

NCBI/Primer-BLAST þannig að annar vísirinn næði yfir samskeyti tveggja útraða (e. exon) hvers gens 

til að minnka mengun frá erfðaefni.  

Tafla 4. Vísar qPCR 

Gen Vísir Gagnstæður vísir Samskeyti útraða 

CUL4A TCAAGAACTTCCGAGACAGACC GCTCCTCGAGGTTGTACCTG Vísir, 271/272 

MAP3K5 GGTTCCAGAACTAAGGCCACA GAAGGCTGTTCCTCATGGTCA Vísir, 3878/3879 

ID2 CTTGCAGGCTTCTGAATTCCC GAACACCGCTTATTCAGCCA Vísir, 531/532 

XAF1 AGCAGGTTGGGTGTACGATG CCTGGCACTCATTGGCCTTA Gagnst. vísir, 467/468 

TNFSF10 TCCTCAGAGAGTAGCAGCTCA TTGGAGTTTGGAGAAGACAATGTG Gagnst. vísir, 541/542 
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3.9.1 Staðalkúrvur qPCR vísa 

Útbúin var blanda 0,2uM vísa, 0,2uM gagnstæðra vísa og 1x SYBR® Green JumpStart™ Taq 

ReadyMix™ frá Sigma Aldrich. Blöndunni var skammtað á brunna í 96 holu bakka, 15uL í hvern. 

Tilbúið cDNA úr blöndu RPCI-WMI og MM frumulína var notað við gerð kúrvunnar. Í hvern brunn fór 

5uL af cDNA. Kúrfan samanstóð af fjórum punktum sem táknuðu mismunandi magn cDNA: 50ng, 5ng, 

0,5ng og 0,05ng af cDNA. Hver punktur var meðaltal þriggja brunna. Sett viðmið var brunnur án 

cDNA. qPCR (Real‐Time Quantitative PCR) var keyrt í 7500 Real-Time PCR System frá 

ThermoFisher. Niðurstöður voru unnar í Excel og qPCR Efficiency Calculator frá ThermoFisher var 

notaður til að reikna út mögnunarstuðul (e. amplification factor) og qPCR afköst (e. efficiency) vísa. 

Reiknaður mögnunarstuðull út frá kúrvu má sjá í Tafla 5. Í XAF1 var þynnsta sýninu sleppt við gerð 

kúrvu vegna þess að í því var ógreinanleg mögnun. 

Tafla 5. Mögnunarstuðlar vísa qPCR 

Vísir Mögnunarstuðull 

Aktín 2,03 

MAP3K5 2,01 

XAF1 2,00 

CUL4A 1,94 

ID2 1,97 

TNSF10 1,98 

 

3.9.2 Einangrun RNA 

Frumur voru ræstar með 1,0ug/mL doxycycline í 24 klst. Unnið var á RNA-fríu svæði. Frumur voru 

settar í skilvindu við 440xg í 5mín og æti hellt af. 1mL af TRI reagent (TRI Reagent® Solution frá 

ThermoFisher) var sett út á frumur og blandað. Frumublandan var látin standa í 5 mín við stofuhita. 

200uL af klóróformi var bætt út í lausn. Glös voru hvirfluð (e. vortex) í 15 sek. og látin standa í 15 mín. 

við stofuhita. Þegar tíminn var hálfnaður voru glösin hvirfluð aftur. Glös voru sett í skilvindu við 

hámarkshraða, 16873xg í 15 mín. við 4°C. Eftir skilvinduskrefið hafði hvert sýni aðskilist í þrjá fasa: 

bleikan fasa á botni með prótínum, millifasa með prótínum bundnum DNA og vatnsfasa með RNA efst. 

Vatnsfasinn var varlega færður yfir í hreint glas. 500uL af ísóprópanól var bætt í vatnsfasann og 

lausninni var blandað varlega. Glös voru látin standa í 10 mín. við herbergishita. Glös voru sett í 

skilvindu við hámarkshraða, 16873xg í 10 mín. við 4°C. Floti var hent og 1mL af köldu ethanoli var 

notað til að þvo RNA pellettuna. Glös voru sett í skilvindu við hámarkshraða, 16873xg í 15 mín. Floti 

var hent, pellettur voru þurrkaðar og leystar upp í 50uL af RNase fríu vatni. Styrkur lausna var mældur 

í Nanodrop ND 1000.  

3.9.3 Myndun cDNA 

GoScript™ Reverse Transcription System frá Promega var notað. 1,0ug af RNA úr hverju sýni var sett 

í glas ásamt random hexamerum (d(N)6) og og niturbösum (dNTP) og þynnt í 19uL af RNAsa-fríu 

vatni. Glös voru sett við 70°C í 5 mín. og látin á ís í 5 mín. eftir það. Í hvert glas var bætt við 

GoScript™ 5X Reaction Buffer, MgCl2 og Recombinant RNasin® Ribonuclease Inhibitor, samtals 
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10,5uL. 10uL voru tekin til hliðar sem viðmið án bakrita (e. reverse transcriptase). 0,5uL bakrita 

(GoScript™ Reverse Transcriptase frá Promega) var bætt út í sýnin og þau sett við 25°C í 5 mín. og 

42°C í 1 klst. 

3.9.4 qPCR 

Blanda fyrir prímera var útbúin líkt og í 3.9.1 og skammtað í 15uL á brunn í 96 holu bakka. 15ng (5uL) 

cDNA af hverju sýni var sett út í brunna. Fyrir hvert sýni og hvert par vísa voru tveir brunnar með sama 

sýni og einn brunnur með viðmið þess sýnis án bakrita. Fyrir hvert par vísa var einnig brunnur með 

engu cDNA, einungis Rnasa-fríu vatni. qPCR var keyrt í 7500 Real-Time PCR System frá 

ThermoFisher. Niðurstöður voru unnar í Excel og mögnunarstuðull notaður til að reikna út mismun á 

tjáningu milli sýna. Hlutfallsleg tjáning var reiknuð eftir jöfnu: 

 
Hér er E er mögnunarstuðull vísa og CT þröskuldshringur (e. threshold cycle) flúrljómun sýnis. Tjáning 

hvers gens var leiðrétt fyrir tjáningu aktíns. Sett viðmið voru ómeðhöndlaðar frumur klóns með NTC 

plasmíði (plasmíð 4, Tafla 2).  
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4 Niðurstöður 

4.1 Kalsíumfosfat genainnleiðsla og Co-IP 

Búið var að birta að EZH2 og BLIMP1 höfðu fjölmörg sameiginleg markgen sem koma við sögu í 

sérhæfingu kímfrumulína músa (59). Hugsanlegt var því að prótínin ferðuðust í sameiningu að 

markgenum sínum. Þetta gaf vísbendingar um bindingu beggja prótína en slík tengsl höfðu ekki verið 

skoðuð áður. Fyrstu skrefin voru að kanna bindingu EZH2 og BLIMP1. Þau voru oftjáð í HEK293T 

frumum og mótefnaútfelling á EZH2 og BLIMP1 (Co-IP) gerð í kjölfarið. Á Mynd 1 má sjá niðurstöður 

Co-IP á western bloti. Á Mynd 1 sést að BLIMP1 binst EZH2. Útfelling með mótefni gegn HA tókst ekki.  

  

Mynd 1. Mótefnaútfelling BLIMP1-EGFP og EZH2-HA  

Western blot. Kalsíumfosfat genainnleiðsla með BLIMP1-EGFP og EZH2-HA á HEK293T frumum. Einnig var gerð 
genainnleiðsla með BLIMP1-EGFP ásamt HA og EZH2-HA ásamt EGFP til að útiloka áhrif merkingar prótínanna 
á mótefnaútfellingu. Stjörnumerkt: Hér má sjá EZH2-HA falla út með BLIMP1-EGFP. Litað var með mótefnum 
gegn EGFP (efri hluti) og HA (neðri hluti).  

4.2 Staðfesting á tjáningu BLIMP1 og EZH2 í RPCI-WMI 

Rannsóknarhópnum áskotnaðist ný frumulína WM en hlutverk EZH2 og BLIMP1 hafði ekki verið 

skoðað áður í WM. Því var ákveðið að skoða betur hlutverk þeirra í RPCI-WMI. Fyrst þurfti að 

staðfesta tjáningu beggja prótína, EZH2 og BLIMP1, í RPCI-WMI. Á Mynd 2 má sjá að bæði BLIMP1 

og EZH2 eru tjáð í RPCI-WMI. 
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Mynd 2. Tjáning BLIMP1 og EZH2 í RPCI-WMI.  

a-d: Mótefnalitun á RPCI-WMI frumum 11.-12. Júní 2015. a: Litað fyrir BLIMP1. b: kjarnalitun með DAPI. c og d: 
viðmið án 1.stigs mótefnis. Myndir e og f voru fengnar frá Kimberley Anderson. e: kjarnalitun með DAPI, f: 
Mótefnalitun fyrir EZH2.  

4.3 CRISPR 

Áður hefur margvíslegum hlutverkum EZH2 og BLIMP1 í meingerð annarra B-frumu krabbameina 

verið lýst (1 Inngangur). Eftir staðfestingu á tjáningu beggja prótína í nýrri B-frumu 

krabbameinsfrumulínu, RPCI-WMI, var ákveðið að næstu skref yrðu að kanna hlutverk og hugsanlega 

samvirkni. Næsta skref var því að athuga hvað gerist ef EZH2 og BLIMP1 væru slegin út í RPCI-WMI. 

Það var gert til að sjá hvort að svipgerð útsláttar væri svipuð fyrir bæði prótínin sem gæti bent til 

samverkandi áhrifa í frumulínunni. Átti að útbúa frumulínur með CRISPR aðferðinni þar sem BLIMP1 

og EZH2 væru slegin út. Eftir nokkrar tilraunir tókst ekki að rækta upp klóna með CRISPR aðferð, 

hvorki með útslætti EZH2 né BLIMP1. RPCI-WMI frumulínan var því send í raðgreiningu og kom í ljós 

að BLIMP1 gen væri einungis að finna á öðrum litningi 6. litningapars.  

4.4 Staðfesting á niðurslætti með mótefnalitun 

Þar sem RPCI-WMI frumur lifðu ekki af CRISPR útsláttinn var ákveðið að nota miRNA kerfið til að slá 

niður EZH2 og BLIMP1. miRNA binst mRNA og þaggar umritun en slær genið ekki út. Nauðsynlegt var 

að hægt væri að stýra niðurslættinum tímabundið með meðhöndlun doxycycline án þess að 

frumulínan í heild sinni dræpist. Þá væri mögulegt að hafa frumur í rækt sem höfðu innlimað miRNA 

og ræsa tjáningu þess fyrir hverja tilraun.  

 Í fyrstu tilraun rafgötunar lifðu frumulínur frá plasmíði 2 og 3 (Tafla 2) af. Í annarri tilraun lifðu 

frumulínur frá plasmíði 1 og 4 (Tafla 2) af. Nokkrar frumulínur fyrir hvert plasmíð voru útbúnar og þær 

mest flúrljómandi valdar úr. Klónar frá plasmíði 1 og 4 (Tafla 2) voru tilbúnir við lok 

rannsóknartímabilsins og verða notaðir í frekari rannsóknum síðar.  

Fyrst var niðursláttur EZH2 og BLIMP1 klóna staðfestur. Á Mynd 3 og Mynd 4 má sjá 

staðfestingu á niðurslætti BLIMP1 og EZH2 í þeim klónum sem valdir voru. 
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Mynd 3. Staðfesting niðursláttar BLIMP1 – mótefnalitun.  

A-B: Klónar miRNA 2 BLIMP1 B5 og C2 litaðir með kjarnalitun (DAPI) og BLIMP1 mótefni (αBLIMP1). Litað með 
rauðu 2. stigs mótefni gegn músamótefni (αRb 555). Rauði liturinn merkir tjáningu BLIMP1. Vinstra megin eru 
frumur meðhöndlaðar með 1ug/mL doxycycline en hægra megin eru ómeðhöndlaðar frumur. Þessi mynd sýnir 
niðurslátt BLIMP1 við meðhöndlun doxycycline. C: Viðmið þar sem aðeins er litað með 2.stigs mótefni til að kanna 
bakgrunn litunar. Myndir teknar í confocal smásjá. 

 

Klónar B5 og C2 plasmíðs 2 og klónar D7 og D8 plasmíðs 3 litu best út á mótefnalitun (Mynd 3 

og Mynd 4). Litunin sýndi afgerandi niðurslátt BLIMP1 við meðhöndlun með doxycycline í 72 

klukkustundir (Mynd 3). Ekki var jafn mikill sjáanlegur munur á klónum miRNA 3 EZH2 D8 og D7 við 

meðhöndlun doxycycline (Mynd 4) og því var niðursláttur staðfestur með western bloti (Mynd 5). Með 

samanburði á aktínmagni brunna í ImageJ var hlutfallslegur niðursláttur reiknaður. Bornir voru saman 

klónar með og án doxycycline meðhöndlunar. Hlutfallslegur niðursláttur við 72 klukkustunda meðferð 

af doxycycline var 39% hjá klóni D8 og 44% hjá klóni D7 

 

Tafla 6). Einnig sást lek tjáning á miRNA 3 hjá EZH3 klóni D8 en EZH2 tjáning var einungis 

68% samanborið við RPCI-WMI frumur. Jafnframt var niðursláttur BLIMP1 staðfestur með western 

bloti en hann var um 84% (Kimberley Andersson, western blot ekki sýnt). Að lokum var ákveðið að 

vinna með BLIMP1 klón B5 frá plasmíði 2 (Tafla 2) og EZH2 klón D8 frá plasmíði 3 (Tafla 2). 



Síða 22 af 40 

 

 

Mynd 4. Staðfesting niðursláttar EZH2 – mótefnalitun.  

D-E: Klónar miRNA 3 EZH2 D8 og D7 litaðir með kjarnalitun (DAPI), GFP mótefni og EZH2 mótefni (αEZH2). 
Litað með grænu 2. stigs mótefni gegn kanínumótefni (αRb 488) og rauðu 2. stigs mótefni gegn músamótefni (αM 
546). Rauði liturinn merkir tjáningu EZH2. Vinstra megin eru frumur meðhöndlaðar með 1ug/mL doxycycline en 
hægra megin eru ómeðhöndlaðar frumur. Þessi mynd sýnir niðurslátt EZH2 að hluta við meðhöndlun doxycycline. 
Myndir voru teknar í confocal smásjá. 

 

Mynd 5. Western blot á miRNA 3 EZH2 klónum. 

Niðursláttur á EZH2 eftir 72 klukkustunda doxycycline [1ug/mL] meðhöndlun. Stjörnumerkt: Munur sést hjá báðum 
klónum miRNA 3 EZH2 D7 og D8. Ómeðhöndlaðar RPCI-WMI frumur voru keyrðar með sem viðmið. Sjá 
magngreiningu á böndum í töflu 5.  
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Tafla 6. Magngreining western blot 

 Actin EZH2 Hlutfallslegur  
niðursláttur  
 

RPCI WMI 85% 100%  

MiR #3 EZH2 D8  87% 68% 

39% 
MiR #3 EZH2 D8 dox 86% 42% 

MiR #3 EZH2 D7  100% 123% 

44% 
MiR #3 EZH2 D7 dox 98% 69% 

 

4.5 Frumuflæðimæling 

Þegar búið var að staðfesta niðurslátt BLIMP1 og EZH2 í klónum voru áhrif niðursláttarins könnuð á 

lifun frumanna.  

4.5.1 Fjölgun fruma könnuð með flúrljómandi lit 

Fyrst voru áhrif á frumufjölgun við niðurslátt EZH2 og BLIMP1 skoðuð. Byrjað var á því að setja viðmið 

til að kanna áhrif doxycycline meðhöndlunar á venjulegar RPCI-WMI frumur. Á Mynd 6 og Mynd 7 sást 

að áhrif doxycycline á frumuskiptingu RPCI-WMI voru hverfandi. Í kjölfarið voru áhrif niðursláttar EZH2 

og BLIMP1 á frumuskiptingu könnuð (Mynd 8-Mynd 11). 

 

Mynd 6. Viðmið frumuskiptingar, 60 klst. meðhöndlun með dox. 
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Mynd 7. Viðmið frumuskiptingar, 84 klst. meðhöndlun með dox. 

Myndir 6-7: Á vinstri hluta mynda má sjá dreifingu sýna á punktagröfum þar sem hver punktur táknar eina 

frumu. Grafið er dregið upp eftir staðsetningu frumunnar á tveimur ásum, y: dreifing endurkast ljóss til hliðar (e. 
side scatter) og x: dreifing endurkast ljóss fram á við (e. forward scatter). Dreifing ljóss til hliðar veitir upplýsingar 
um kornainnihald fruma en dreifing ljóss fram á við er í réttu hlutfalli við stærð frumanna. Á hægri hluta myndar er 
búið að draga upp stöplarit af flúrljómun frumanna. Rauði toppurinn táknar frumur sem hafa verið mehöndlaðar 
með doxycycline. Blái toppurinn táknar ómeðhöndlaðar frumur. Græni toppurinn eru ómeðhöndlaðar frumur sem 
hafa verið litaðar samdægurs með CFSE og hafa því ekki skipt sér. CCPSR stendur fyrir CytoPainter Cell 
Proliferation Staining Reagent. 

 

 Eftir aðeins 60 klukkustunda meðhöndlun doxycycline sáust áhrif niðursláttar BLIMP1 og 

EZH2 á punktagröfum (Mynd 8, Mynd 10). Punktagröfin eru dregin upp eftir staðsetningu frumunnar á 

tveimur ásum, y: dreifing endurkast ljóss til hliðar (e. side scatter, hér eftir SSC) og x: dreifing 

endurkast ljóss fram á við (e. forward scatter, hér eftir FSC). Dreifing ljóss til hliðar veitir upplýsingar 

um kornainnihald fruma en dreifing ljóss fram á við er í réttu hlutfalli við stærð frumanna. Við niðurslátt 

BLIMP1 og EZH2 með meðhöndlun doxycycline í 60 klst. og 84 klst. minnkar hluti fruma og færist ofar 

í SSC (Mynd 8, Mynd 9, Mynd 10, Mynd 11). Niðursláttur EZH2 eftir 84 klst. meðhöndlun doxycycline 

sýnir greinileg áhrif á frumuskiptingu. Þegar mismunandi undirhópar punktagrafs voru skoðaðir hafði 

hópurinn með hærra SSC og lægra FSC minni frumuskiptingu. Sá hópur sem hafði svipaða dreifingu 

og ómeðhöndlaðar RPCI-WMI fumur hafði skipt sér jafn mikið eða meira (Mynd 9). Áhrif niðursláttar 

BLIMP1 á frumuskiptingu eftir 60 klst. meðhöndlun doxycycline voru vel greinanleg (Mynd 10) og urðu 

skýrari eftir 84 klst. meðhöndlun (Mynd 11). Samkvæmt myndum 8–11 minnkaði niðursláttur EZH2 og 

BLIMP1 frumuskiptingu. 
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Mynd 8. Áhrif niðursláttar EZH2 á frumuskiptingu eftir 60 klst. meðhöndlun með dox. 

 

Mynd 9. Áhrif niðursláttar EZH2 á frumuskiptingu eftir 84 klst. meðhöndlun með dox. 
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Mynd 10. Áhrif niðursláttar BLIMP1 á frumuskiptingu eftir 60 klst. meðhöndlun með dox. 

 

Mynd 11. Áhrif niðursláttar BLIMP1 á frumuskiptingu eftir 84 klst. meðhöndlun með dox. 

Á myndum 6 til 9 má sjá áhrif niðursláttar EZH2 og BLIMP1 á frumuskiptingu. Á neðri hluta mynda má sjá 

punktagröf þar sem hver punktur táknar eina frumu. Grafið er dregið upp eftir staðsetningu frumunnar á tveimur 
ásum, y: dreifing endurkast ljóss til hliðar (e. side scatter) og x: dreifing endurkast ljóss fram á við (e. forward 
scatter). Dreifing ljóss til hliðar veitir upplýsingar um kornainnihald fruma en dreifing ljóss fram á við er í réttu 

hlutfalli við stærð frumanna. Stjörnumerkt neðri hluta mynda 6–9: Hér sést munur á dreifingu fruma á punktariti 
eftir niðurslátt BLIMP1 og EZH2. Flúrljómun mismunandi frumuhópa (Allar frumur, A og B) var skoðuð á 
stöplaritum. Á efri hluta mynda er búið að teikna upp stöplarit (e. histogram) af flúrljómun mismunandi frumuhópa 
eftir mismunandi meðhöndlun. Allt eru allar frumur, A og B eru tveir undirhópar. Skiptingu hópa má sjá á 
punktagröfum. Rauði toppurinn táknar frumur klóna sem hafa verið mehöndlaðar með doxycycline. Blái toppurinn 
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táknar ómeðhöndlaða klóna. Græni toppurinn eru ómeðhöndlaðar RPCI-WMI frumur sem hafa verið litaðar 
samdægurs með CFSE og hafa því ekki skipt sér. Í viðauka má sjá myndir af viðmiðum RPCI-WMI fruma sem 
útiloka áhrif doxycycline á frumuskiptingu. Mynd 6: áhrif niðursláttar EZH2 (klónn: EZH2 D8) eftir 60 klst. 
meðhöndlun með doxycycline. Ekki er sjáanlegur munur á frumuskiptingu (efri hluti) en á punktagröfum sést 
önnur skipting frumuhópa (stjörnumerkt) við niðurslátt EZH2. Mynd 7: áhrif niðursláttar EZH2 (klónn: EZH2 D8) 
eftir 84 klst. meðhöndlun með doxycycline. Á efri hluta sést munur á frumuskiptingu allra hópa og hópa A. Þar 
hefur doxycycline meðhöndlaðar frumur skipt sér hægar. Þegar hópur B er skoðaður virðast þær frumur hafa skipt 
sér jafn hratt eða hraðar. Mynd 8: Áhrif niðursláttar BLIMP1 (klónn: BLIMP1 B5) eftir 60 klst. meðhöndlun með 

doxycycline. Eftir aðeins 60 klst. meðhöndlun doxycycline sést munur á frumuskiptingu klóna (efri hluti, 
stjörnumerkt) allra frumuhópa. Jafnframt sést önnur skipting á punktagrafi (neðri hluti, stjörnumerkt). Mynd 9: 
Áhrif niðursláttar BLIMP1 (klónn: BLIMP1 B5) eftir 84 klst. meðhöndlun með doxycycline. Enn greinilegri munur á 
frumuskiptingu samanborið við mynd 8. CCPSR stendur fyrir CytoPainter Cell Proliferation Staining Reagent. 

4.6 Frumudauði kannaður með flúrljómandi lit 

Litun með CCPSR sýndi minnkaða frumuskiptingu en gaf ekki til kynna hvað bjó að baki. Því þótti 

okkur mikilvægt að kanna hvort að ástæða þess að færri frumur skipti sér þegar EZH2 og BLIMP1 eru 

slegin niður væri frumudauði. Til að kanna það voru frumur litaðar með Annexin V og PI (3.8). Annexin 

V binst phosphatidylserine og PI binst niturbösum DNA. Snemma í frumudauða fer phosphatidyslerine 

frá innri himnu yfir í ytri himnu (60). Litirnir komast ekki inn í frumu á meðan hún er lifandi eða snemma 

í stýrðum frumudauða. Þetta má sjá fyrir sér á punktagrafi þar sem Annexin V litun er á x-ás og PI litun 

á y-ás. Þá sýnir neðri vinstri fjórðungur grafs heilbrigðar frumur sem eru neikvæðar fyrir bæði Annexin 

V og PI. Neðri hægri fjórðungur sýnir frumur sem eru jákvæðar fyrir Annexin V en neikvæðar fyrir PI, 

frumur snemma í stýrðum frumudauða og efri hægri fjórðungur sýnir dauðar frumur, jákvæðar fyrir 

báðum litum. Fyrsta setta viðmið var því meðhöndlun campthothecin RPCI-WMI fruma sem hvöttu 

frumudauða. Viðmiðið var notað til að skiptingu í fjórðungafrumudauða því en það gaf mismunandi 

hópa fruma eftir lifun (sjá Mynd 12). 

 

Mynd 12. Camptothecin viðmið.  

Frá hægri til vinstri; i) punktagraf sem sýnir dreifni allra fruma sýnis, ii) Camptothecin viðmið var notað til að 

ákvarða fjórðunga frumudauða: neðri vinstri fjórðungur sýnir heilbrigðar frumur, neðri hægri fjórðungur sýnir 
frumur snemma í apoptosis og efri hægri fjórðungur sýnir dauðar frumur, iii) stöplarit sem sýnir hlutfall propidium 
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iodide neikvæðra fruma, iv) stöplarit sem sýnir hlutfall Annexin V jákvæðra fruma. Efri hluti: meðhöndlun með 
camptothecin. Neðri hluti: meðhöndlun með DMSO.  

 

Næsta setta viðmið var doxycycline meðhöndlaðar RPCI-WMI frumur. Á Mynd 13 og Mynd 14 

sést að áhrif doxycycline meðhöndlunar voru hverfandi en þegar myndirnar voru bornar saman var 

hlutfall dauðra fruma sambærilegt ef ekki lægra eftir doxycycline meðferð í 24 klst. og 48 klst. (Mynd 

14) samanborið við ómeðhöndlaðar RPCI-WMI frumur (Mynd 13). Á myndum 13 og 14 má sjá að 

doxycycline meðferð hafði hverfandi áhrif á frumudauða RPCI-WMI fruma. 

 

 

Mynd 13. Viðmið frumudauði 
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Mynd 14. Viðmið frumudauði, meðhöndlun dox. 

Myndir 13-14: Frá hægri til vinstri; i) punktagraf sem sýnir dreifni allra fruma sýnis, ii) punktagraf sem sýnir 
fjórðunga frumudauða: neðri vinstri fjórðungur sýnir heilbrigðar frumur, neðri hægri fjórðungur sýnir frumur 
snemma í apoptosis og efri hægri fjórðungur sýnir dauðar frumur, iii) stöplarit sem sýnir hlutfall propidium iodide 
neikvæðra fruma, iv) stöplarit sem sýnir hlutfall Annexin V jákvæðra fruma. Á efri hluta myndar 13: ólitað sýni sem 
er notað til að ákvarða PI neikvæðar frumur. Neðri hluti myndar 13: Ómeðhöndlaðar RPCI-WMI frumur. Efri hluti 
myndar 14: RPCI-WMI frumur meðhöndlaðar í 24klst. Með dox. Neðri hluti myndar 14: RPCI-WMI frumur 
meðhöndlaðar í 48 klst. Með dox. Af myndum má sjá að doxycycline meðferð hefur hverfandi áhrif á frumudauða 
RPCI-WMI fruma. 

  

 

Næst var niðursláttur klóna ræstur með doxycycline og áhrif á frumudauða könnuð. Meðhöndlun 

klóna með doxycycline olli stigvaxandi frumudauða (Mynd 15 og Mynd 16). Þegar fjórðungar 

frumudauða voru bornir saman á punktagröfum milli sýna sást að hlutfall fruma snemma í stýrðum 

frumudauða jókst frá 2,77% í 10,65% og hlutfall dauðra fruma jókst úr 9,83% í 13,85% við niðurslátt 

EZH2 með meðhöndlun doxycycline í 48 klukkustundir (Mynd 15). Hlutfall fruma snemma í stýrðum 

frumudauða jókst frá 4,38% í 9,00% og hlutfall dauðra fruma jókst úr 15,18% í 23,79% við niðurslátt 

BLIMP1 með meðhöndlun doxycycline í 48 klukkustundir (Mynd 15). Á punktagrafi á báðum myndum 

sást hvernig mynstur frumanna breytist við niðurslátt EZH2 og BLIMP1. Á stöplaritum var búið að 

reikna út hlutfall jákvæðra Annexin V fruma og PI fruma. Á báðum myndum sást stigvaxandi fjölgun 

Annexin V jákvæðra fruma og jöfn lækkun á PI neikvæðum frumum við aukin niðurslátt (Mynd 15, Mynd 

16). 
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Mynd 15. Áhrif niðursláttar EZH2 á frumudauða  
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Mynd 16. Áhrif niðursláttar BLIMP1 á frumudauða 

Mynd 10–11: Frá hægri til vinstri; i) punktagraf sem sýnir dreifni allra fruma sýnis, ii) punktagraf sem sýnir 
fjórðunga frumudauða ‚Allt‘-svæðis, neðri vinstri fjórðungur sýnir heilbrigðar frumur, neðri hægri fjórðungur sýnir 
frumur snemma í apoptosis og efri hægri fjórðungur sýnir dauðar frumur, iii) stöplarit sem sýnir hlutfall propidium 
iodide neikvæðra fruma, iv) stöplarit sem sýnir hlutfall Annexin V jákvæðra fruma. A: Ómeðhöndlaðar frumur. B: 
frumur meðhöndlaðar með doxycycline í 24 klukkustundir. C: frumur meðhöndlaðar með doxycycline í 48 
klukkustundir. Viðmið eru í viðauka. 

Mynd 10: Hér sést stigvaxandi aukning annexin V jákvæðra fruma og stigvaxandi lækkun PI neikvæðra fruma við 
niðurslátt EZH2. Jafnframt eykst fjöldi dauðra fruma (punktagraf ii) og fjöldi heilbrigðra fruma lækkar. 

Mynd 11: Hér sést stigvaxandi aukning annexin V jákvæðra fruma og stigvaxandi lækkun PI neikvæðra fruma við 
niðurslátt BLIMP1. Jafnframt eykst fjöldi dauðra fruma (punktagraf ii) og fjöldi heilbrigðra fruma lækkar. Áhrif 
niðursláttar BLIMP1 eru meiri en EZH2 eftir 48 klukkustunda meðhöndlun með doxycycline. 

  

Við niðurslátt með doxycycline í 60 klukkustundir sást enn meiri munur (Mynd 17). Þetta voru 

niðurstöður annarrar tilraunar. Hlutfall lifandi fruma á punktagrafi PI-Annexin V var lægra samanborið 

við Mynd 15 og Mynd 16. 
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Mynd 17. Áhrif meðhöndlunar dox. í 60 klst. á frumudauða 

A: Hér má sjá fjórðunga frumudauða fyrir niðurslátt á BLIMP1 með doxycycline í 60 klukkustundir. Aukinn 
frumudauði sést. B: Hér má sjá fjórðunga frumudauða fyrir niðurslátt EZH2 með doxycycline í 60 klukkustundir. Í 
báðum tilfellum er aukin frumudauði (efri hægri fjórðungur) auk þess sem dreifing frumanna á punktagrafi breytist 
við niðurslátt.  

4.7 Niðurstöður qPCR 

Í kjölfar nýrra upplýsinga um aukinn frumudauða beindust spjótin að tjáningu annarra prótína í ferlinu. 

Hugsanlegt var að niðursláttur BLIMP1 og EZH2 hefði áhrif á tjáningu gena sem koma við sögu í 

stýrðum frumudauða og frumuskiptingu. Ótalmörg gen komu til greina en ákveðið var að einskorða 

valið við genin CUL4A, MAP3K5, ID2, XAF1 og TNFSF10. XAF1, MAP3K5 og TNFSF10 koma við 

sögu í stýrðum frumudauða en ID2 í frumuskiptingu. Birt hafði verið rannsókn þar sem BLIMP1 bast 

ID2 og MAP3K5 genasætum í MM frumulínum (23). MAP3K5, ID2, XAF1 og TNFS10 voru einnig öll 

tjáð í meira mæli við niðurslátt BLIMP1 í MM frumulínu í sömu rannsókn (23). Jafnframt voru 

vísbendingar um að aukin tjáning BLIMP1 minnki tjáningu CUL4A í MM frumulínum (23). Því var 

áhugavert að skoða hvernig málum væri háttað í RPCI-WMI. CUL4A hafði jafnframt tengingu við 

klíníska meðferð WM en flóki sem CUL4A er hluti af er skotmark lyfsins lenalidomide, thalidomide 

afleiðu sem er notuð í lyfjameðferðum við WM og MM (61).  

 Á Mynd 18 má sjá niðurstöður qPCR sem sýna tjáningu mRNA gena. Þegar þessi tilraun var 

framkvæmd voru NTC klónar tilbúnir (sjá undirkafla 3.4.1) og því var ákveðið að nota þá sem sett 

viðmið. Munur á tjáningu TNFSF10 og ID2 var ekki teljanlegur milli sýna en mikil aukning var á 

tjáningu MAP3K5 og XAF1 í BLIMP1 B5 og EZH2 D8 samanborið við NTC viðmið, hvort sem frumur 

voru meðhöndlaðar með doxycycline eða ekki. Við niðurslátt BLIMP1 í BLIMP1 B5 lækkaði tjáning 

CUL4A mRNA áttfallt samanborið við ómeðhöndlaðar BLIMP1 B5 frumur. Við niðurslátt EZH2 í EZH2 

D8 klón lækkaði tjáning CUL4A sexfalt samanborið við ómeðhöndlaðar frumur sama klóns.  
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Mynd 18. Niðurstöður qPCR 

Á mynd 18 sést hlutfallsleg tjáning mRNA TNFSF10, ID2, MAP3K5, CUL4A og XAF1. Hlutfallsleg tjáning (y-ás) er 
reiknuð í samræmi við jöfnu í undirkafla 3.9.4. Sýni í tilrauninni voru klónar NTC (grænt), BLIMP1 B5 (blátt) og 
EZH2 D8 (appelsínugult). Sett viðmið var ómeðhöndlaður NTC klónn. Klónar voru einnig meðhöndlaðir með 
doxycycline í 24 klst. Doxycycline meðhöndlun er táknuð með dekkri lit. Ekki er skýr munur á tjáningu TNFSF10 á 
milli sýna. Sama má segja um ID2. Tjáning MAP3K5 er aukin í samanburði við NTC viðmið og eykst meira við 
niðurslátt BLIMP1 og EZH2 með doxycycline. Lækkun CUL4A er áttföld við meðhöndlun doxycycline á BLIMP1 
B5 klón samanborið við ómeðhöndlaðar BLIMP1 B5 frumur en tjáning lækkar sexfalt við meðhöndlun doxycycline 
á EZH2 klóni samanborið við ómeðhöndlaðan. Í NTC klón er margfalt minni tjáning á XAF1 samanborið við 
BLIMP1 og EZH2 klóna.  
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5 Umræða  

Niðurstaða mótefnaútfellingar BLIMP1-EGFP og EZH2-HA sýnir að prótínin bindast. Styrkleiki 

tilraunarinnar eru viðmiðin sem voru sett. Bæði prótínin voru merkt prótínum sem gætu hafa haft áhrif 

á prótínútfellingu. Nauðsynlegt var því að útiloka ósértæka bindingu EGFP og HA. Á western blot sést 

að HA og EGFP hafa ekki áhrif á bindingu BLIMP1-EGFP og EZH2-HA. Veikleiki tilraunarinnar var að 

ekki tókst að fella út nægilega mikið magn EZH2-HA vegna erfiðleika með mótefni gegn HA í Co-IP. 

Annar rannsóknarhópur gerði fyrr á árinu tilraun sem gaf sömu niðurstöður í Co-IP á EZH2 og BLIMP1 

þar sem prótínin voru merkt með öðrum prótínum (49). Þekkt er að umritunarþættir myndi flóka og 

ferðist þannig á ákveðinn stað í erfðamenginu til að hafa áhrif á umritun gena (62). Því gáfu 

niðurstöður á Mynd 1 vísbendingar um að EZH2 og BLIMP1 bindist og vinni saman. 

 Þegar ákveðið var að nota WM frumulínuna RPCI-WMI var fyrsta skrefið að staðfesta að 

BLIMP1 og EZH2 væri tjáð í henni. EZH2 hafði ekki sérstaklega verið skoðað í WM og ekki hefur tekist 

að sýna fram á útslátt BLIMP1 þótt tjáning þess sé minnkuð í WM (63, 64). Mynd 2 sýnir tjáningu 

BLIMP1 og EZH2 í RPCI-WMI frumulínunni. Í báðum tilfellum var bakgrunnur 2. stigs mótefnis 

hverfandi samanborið við litun með fyrsta stigs mótefni (sýnt fyrir BLIMP1, Mynd 2) og því má draga þá 

ályktun að mótefnalitunin gefi raunsæja mynd af tjáningu BLIMP1 og EZH2 í RPCI-WMI. 

 Upprunaleg áform voru að nota CRISPR aðferðina til að slá út BLIMP1 og EZH2 í RPCI-WMI. 

Þrátt fyrir ítrekaðar tilraunir lifðu klónarnir ekki af. RPCI-WMI frumulínan var send í raðgreiningu og 

kom í ljós að PRDM1, gen BLIMP1, væri einungis að finna á öðrum litning 6. litningapars. Sé BLIMP1 

nauðsynlegt fyrir lifun RPCI-WMI skýrir það afhverju klónar með niðurslætti BLIMP1 lifðu ekki af. Ef 

BLIMP1 og EZH2 vinna saman í lifun frumanna gæti það einnig skýrt afhverju klónar með útslætti á 

EZH2 lifðu ekki af. 

 Klónar með miRNA voru því útbúnir. Fyrst þurfti að staðfesta niðurslátt BLIMP1 og EZH2. 

Niðursláttur BLIMP1 var vel greinanlegar þegar myndir af mótefnalitun voru bornar saman við 

bakgrunn 2. stigs mótefnis (Mynd 3). Allt að 86% niðursláttur á BLIMP1 við doxycycline meðferð var 

svo staðfestur með western bloti samanborið við tjáningu BLIMP1 í ómeðhöndluðum frumum BLIMP1 

B5 klóns (gögn frá Kimberley Andersson, western blot ekki sýnt). Eins gaf mótefnalitun vísbendingu 

um niðurslátt EZH2 sem staðfestur var á western bloti um 40% (Tafla 6). Klónarnir höfðu því 

markverðan niðurslátt beggja prótína sem gat gefið upplýsingar um virkni þeirra í RPCI-WMI. 

Jafnframt var útbúið NTC viðmið sem einnig tjáði EGFP og miRNA sem á hvergi að bindast innan 

frumunnar. NTC viðmiðið lifði ekki af í fyrstu tilraun en um einn og hálfan mánuð tekur að útbúa og 

einklóna miRNA RPCI-WMI frumulínu, því var NTC viðmiðið ekki tilbúið fyrr en í lok 

rannsóknartímabilsins. Viðmiðið var því aðeins með í qPCR tilrauninni í lokin en það verður notað í 

frekari rannsóknum. 

Áhrif niðursláttar EZH2 á frumuskiptingu sáust eftir 84 klst. (stöplarit Mynd 8, Mynd 9). 

Greinilegur munur sást við doxycycline meðhöndlun á milli sýna. Hvað varðar niðurslátt BLIMP1 var 

munurinn meiri og greinanlegri fyrr eða eftir aðeins 60 klst. (stöplarit Mynd 10, Mynd 11). Þetta var í 

samræmi við meiri niðurslátt á BLIMP1 í klónum samanborið við EZH2 og gat gefið vísbendingu um 
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líka svipgerð niðurslátta beggja prótína. Í báðum tilfellum breytast eiginleikar frumanna við 

niðursláttinn, þær minnka og verða kyrntari (punktagröf Mynd 8, Mynd 9, Mynd 10, Mynd 11). Því má 

álykta að niðursláttur EZH2 og BLIMP1 minnki frumuskiptingu, frumurnar minnki og þær verði kyrntari í 

báðum tilfellum.  

 Litun með CCPSR sýndi aðeins áhrif á frumuskiptingu en gaf ekki til kynna ástæðu hennar. 

Því þurfti að kanna hvort að ástæða minni frumuskiptingar væri frumudauði. Það kom í ljós að í báðum 

tilfellum var stigvaxandi aukning frumudauða í EZH2 D8 og BLIMP1 B5 klóna við lengri doxycycline 

meðhöndlun (Mynd 15, Mynd 16). Þetta rennir stoðum undir það að EZH2 og BLIMP1 hafi áhrif á lifun 

RPCI-WMI fruma. Við stýrðan frumudauða þéttist umfrymi fruma á sama tíma og frumur skreppa 

saman (65). Þessi frumudauði gæti því skýrt að hluta breytta eiginleika frumanna á FSC-SSC 

punktagrafinu. Einnig var mikilvægt að meta áhrif doxycycline meðhöndlunar á venjulegar RPCI-WMI 

frumur. Áhrif doxycycline voru metin, bæði í tilfellum frumudauða og frumuskiptingar, en áhrif þess 

voru hverfandi sem styrkir niðurstöðurnar. 

Þessar tilraunir útiloka ekki áhrif GFP tjáningar á lifun frumanna en GFP var notað til að velja 

út klóna sem höfðu innlimað miRNA og jafnframt var það notað til að segja til um ræsingu tjáningar 

miRNA í gegnum TRE-rtTA við doxycycline meðhöndlun. GFP er mikið notað til að merkja tjáningu 

fruma í tilraunum en af og til koma fram rannsóknir sem benda til hugsanlegra eitrunaráhrifa ef það er 

tjáð í miklu magni (66, 67). Það sem rökstyður að GFP sé ekki eitrað eru heilbrigð tilraunardýr sem tjá 

GFP að staðaldri (68). Báðir klónarnir með niðurslætti voru svipað flúrjómandi í smásjá við ræsingu 

með doxycycline en samt var mynstur frumuskiptingar og dauða ekki eins afgerandi hjá báðum 

klónum við niðurslátt BLIMP1 og EZH2 (Mynd 9, Mynd 11). Niðursláttur BLIMP1 eingöngu hafði 

afgerandi meiri áhrif. Ef þetta væru einungis áhrif GFP myndu þau virðast þau sömu óháð magni 

niðursláttar og óháð því hvort EZH2 eða BLIMP1 á í hlut. Þó þarf að bera flúrljómun milli klóna og 

viðmiðs saman á nákvæmari hátt og endurtaka tilraunirnar með NTC viðmiðinu til að útiloka áhrif GFP. 

Niðurstöður qPCR komu á óvart. Þá helst aukin tjáning mRNA MAP3K5 og XAF1 í EZH2 og 

BLIMP1 klónum samanborið við NTC klóna. Ekki er hægt að útiloka að tjáning miRNA hafi verið lek, 

það er að rtTA geti í einhverjum tilfellum bundist TRE og ræst tjáningu miRNA án þess að doxycycline 

bindist. Á western bloti (Mynd 5, Tafla 6) sést að tjáning ómeðhöndlaðs EZH2 D8 klóns á EZH2 er 

aðeins 68% af tjáningu EZH2 í venjulegum RPCI-WMI frumum. Áhrif niðursláttarins gætu skýrt breytta 

tjáningu mRNA MAP3K5 og XAF1 í EZH2 D8 samanborið við NTC viðmið. Slík greining var ekki gerð 

á BLIMP1 western bloti (western blot ekki sýnt). Meðhöndlun doxycycline hafði ekki teljandi áhrif á 

tjáningu XAF1 og MAP3K5 í EZH2 D8 og BLIMP1 B5 klónum en minnkuð tjáning NTC klóns við 

meðhöndlun doxycycline sást vel. XAF1 og MAP3K5 taka bæði þátt í stýrðum frumudauða (69, 70).  

CUL4A hefur flókið hlutverk en það viðheldur stöðugleika DNA við eftirmyndun í 

frumuskiptingu, tekur þátt í stjórn frumuhringsins og í sérhæfingu stofnfruma blóðs (71). CUL4A virðist 

jafnframt hafa mismunandi áhrif í mismunandi frumugerðum. Oftjáning CUL4A er tengd verri horfum í 

fjölmörgum krabbameinum (71). Lenalidomide, thalomide-líkt lyf, sem er notað í meðferðum við MM og 

WM hefur áhrif á virkni CUL4A (72, 73). Aukin tjáning CUL4A er tengd betri svörun við lenalidomide 

lyfjameðferð (23). CUL4A myndar ásamt öðrum prótínum flóka sem tekur þátt í vinnslu prótína, m.a. 
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með því að senda þau í niðurbrot. Lenalidomide binst flókanum og beinir sértækni hans að niðurbroti 

annarra prótína, meðal annars þeirra sem eru mikilvæg í lifun MM (23, 61). Sýnt hefur verið fram á að 

prótínmagn BLIMP1 minnkar við lenalidomide meðhöndlun á MM frumum (23).  

Sýnt hefur verið fram á að við aukna tjáningu BLIMP1 minnkar tjáning CUL4A í MM 

frumulínum (23). Búist var við aukinni tjáningu CUL4A mRNA við niðurslátt BLIMP1 í niðurstöðum 

qPCR. Aftur á móti minnkaði tjáning CUL4A margfalt við niðurslátt EZH2 og BLIMP1 samanborið við 

ómeðhöndlaða EZH2 D8 og BLIMP1 B5 klóna (Mynd 18). Tjáningin minnkaði áttfallt við niðurslátt 

BLIMP1 en sexfalt við niðurslátt EZH2. Þetta sýnir líka svipgerð niðurslátta beggja prótína og er í 

samræmi við að hlutfallslegur niðursláttur BLIMP1 var hærri.  

WM er frábrugðið MM að þvi leyti að frumur MM eru plasmafrumur sem stöðvast á öðrum stað 

í þroska. MM tjá ekki IgM og tjá breytta samsætugerð ónæmisglóbúlíns en frumur WM þróast yfir í 

krabbamein áður en samsætugerð ónæmisglóbúlínsis breytist (30, 31, 74). Því er hugsanlegt að stjórn 

umritunarþátta í lifun þessara mismunandi B-frumukrabbameina sé ekki sú sama.  

Þetta eru einungis fyrstu vísbendingar um breytta tjáningu mRNA við niðurslátt EZH2 og 

BLIMP1 í RPCI-WMI. Í öllum tilfellum í qPCR lentu mæld gildi innan staðalkúrfa vísanna sem styrkir 

niðurstöðurnar en leiðrétt var fyrir tjáningu mRNA aktíns sem hélst stöðug milli sýna. Ávallt þarf að 

hafa í huga rannsakandaskekkju við framkvæmd tilraunar. Breytileiki á milli tilrauna er alltaf til staðar 

og því verður að endurtaka qPCR, fá sambærilegar niðurstöður í nokkur skipti og gera tölfræðipróf til 

að hægt sé að draga rökstudda ályktun af niðurstöðunum.  

Frumulínur hafa aldrei nákvæmlega sömu svipgerð og upprunalegu krabbameinin, frumurnar 

þurfa að taka breytingum við það að lifa af utan líkama sjúklings í tilbúnu frumuæti (75). Uppruni fyrri 

WM frumulína hefur verið á reiki og sumar þær bestu hafa einnig verið Epstein-Barr jákvæðar sem 

dregur úr gæðum línanna (38). WM er mjög sjaldgæft krabbamein og því gerir það stórar rannsóknir á 

sýnum WM sjúklinga erfiðar. Ekkert rannsóknarlíkan er fullkomið og það verður að hafa í huga þegar 

ný þekking á sjúkdómslíkani er yfirfærð yfir á sjúkdóminn sjálfan. RPCI-WMI frumulínan var þróuð úr 

sjúklingi sem hafði farið í erfiða lyfjameðferð, krabbameinsfrumurnar urðu ónæmar fyrir helstu lyfjum 

og að lokum drógu þær sjúklinginn til dauða (36). RPCI-WMI virðist vera gott sjúkdómslíkan og getur 

jafnframt gefið aukna þekkingu um hvernig ónæmi lyfja þróast í WM (36, 39). 

5.1 Ályktun 

BLIMP1 og EZH2 eru mikilvæg prótín fyrir lifun RPCI-WMI fruma og við niðurslátt þessara prótína fara 

frumurnar yfir í stýrðan frumudauða sem hefur þau áhrif að frumurnar virðast skipta sér minna. 

Nauðsynlegt er að endurtaka tilraunir til frekari staðfestingar. Frekari rannsókna er þörf á hlutverki 

BLIMP1 og EZH2 í WM. 

 

Hafnarfirði, 13. maí 2016 

________________________ 
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