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Agrip
Mergeexli er erfdafreedilega flokin, dlasknandi sjukdomur par sem 6edlileg fjdlgun er a einstofna illkynja
plasmafrumum i beinmerg. B-lymphocyte-induced maturation protein-1 (BLIMP1) og Enhancer of

zeste homolog 2 (EZH2) eru umritunarpaettir sem tjadir eru @ sama tima i mergaexlum, en pad gerist

ekki i edlilegum plasmafrumum.

Markmid pessa verkefnis er ad sla uat genavirkni pessara umritunarpatta i U266
mergaexlafrumulinunni med CRISPR/Cas9 erfdabreytingarteekninni asamt pvi ad kanna ahrif
yfirtjaningar peirra a neemi vid glucocorticoid steranum prednisolone, en glucocorticoid sterar hafa

verid mikid notadir samsett 68rum lyfjum i medferdum gegn mergaexli.

U266 mergeexlafrumur voru rafgatadar og innleiddar med Cas9 og gRNA. Cas9 klippir pa
tvipattabrot & DNA ef markrddin er eins og gRNA rédin. Cas9 inniheldur puromycin polgen svo haegt
var ad audga fyrir peim klébnum par sem utslattur heppnadist. Erfdamengis-DNA var sidar einangrad ur
frumunum og T7 Endonuclease 1 préfun framkvaemd til ad sja hvort Cas9 hafi nad ad klippa markréd i
erfdamenginu. BLIMP1 og EZH2 voru einnig yfirtjadir i sému frumulinu, en til pess purfti ad kléna
EZH?2 inn i nothaefa genaferju med Gibson Assembly klénunaradferd. Ahrif yfirtjaningar EZH2 og
BLIMP1 var sidan skodud asamt pvi ad skoda hvort yfirtjaning heféi ahrif a svérun vid prednisolone
med pvi ad lita frumurnar med CFSE og greina i frumuflaedisja (FACS). Magngreining var svo gerd
med gPCR & tjaningu NR3C1 geni sem skrair fyrir glucocorticoid vidtaka.

Utslattur heppnadist & genavirkni EZH2 sem leiddi til frumudauda. Rannsékn pessi syndi fram & ad
yfirtjaning EZH2 og BLIMP1 hafa hamlandi ahrif a frumuskiptingu og pegar frumurnar eru
medhdndladar med 1000 uM af prednisolone hemur pad frumuskiptingu enn frekar. Edlileg tjaning var
a NR3C1 geni i U266 mergaexlafrumum par sem EZH2 og BLIMP1 voru yfirtjad.
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1 Inngangur

1.1 Mergaexli

Mergeexli er margbreytilegur illkynja B-eitilfrumusjukdomur par sem verdur 6edlileg fjdlgun einstofna
illkynja plasmafruma i beinmerg. Medalaldur peirra sem greinast med sjukdéominn er 70 ara og med
haekkandi aldri mannkyns, verdur hann sifellt algengari sjukdémur. Algengustu fylgikvillar mergaexlis
eru beinpynning, blédleysi, kalkofhledsla og nyrnaskemmdir. Lifslikurnar voru um pad bil prju ar adur
fyrr, en pad hafa ordid miklar framfarir i medéferdardrreedum og liftimi sjuklinga pvi lengri.
Sjukdémurinn er p6 enn dlaeknandi (1, 2).

Mergeaexli er flokin sjukdomur erfdafraedilega séd, pvi pad er engin ein stokkbreyting sem veldur
honum. Mergaexli verda vegna margra stokkbreytinga i mismunandi ferlum sem brengla edli
plasmafrumunnar. Heilradgreining @ mergaexla synum syndi fram & 35 non-synonymous breytingar i
hverju syni. baer endurteknu (e. recurrently) stokkbreytingar sem greindar voru med heilradgreiningu

voru ad mestu leiti i pekktum aexlisgenum (3, 4).

Uppruni mergaexlis verdur i fjdlgun éedlilegra einstofna plasmafruma sem eru ad koma ur kimst6é.
MGUS (monoclonal gammopathy of undetermined significance) er eins stofna moétefnahaekkun og er
avallt forstig mergeaexlis. 0,5 — 3 % MGUS proast yfir i mergeexli a ari hverju, en pad fer eftir hversu
mikid er af einstofna immunuglébulinum og ad hvada tegund, pad er liklegra ad MGUS proist yfir i
illkynja mergaexli (MM) ef sjuklingar eru med einstofna métefna heekkun a Immunaglébulin G (IgG) og
Immanuglébulin A (IgA). SMM (smouldering multiple myeloma) er stigid & milli MGUS og mergaexlis.
MGUS og SMM eru an illkynja einkenna en pessi stig deila erfdafraedilegum pattum med illkynja

mergaexli (MM) sem krefst athugunar og meéferdar (2, 5), sja mynd 1 af framvindu mergaexlis.

Mergeexli verdur liklega vegna rada oedlilegra litningavixla eda stokkbreytinga. A8 mestu leyti er
gert vid tvipatta brot 8 DNA sem verda i flokkaskiptum (e. class switching recombination, CSR) med
DNA vidgerdarferlum, en pad getur gerst ad binding verdi vid tvipatta DNA brot annars stadar i
erfdamenginu. Petta getur leitt til afbrigdilegra litningavixla, sem er talin ein helsta orsok mergaexlis.
Talid er ad um 1000 frumur daglega gaetu fengid afbrigdileg litningavixl sem gaetu haft ahrif & sexlisgen
(4). Litningavixl sem hafa ahrif 8 MYC og IRF4 eru einnig algeng i mergeexlum, en ekki svo i MGUS
(2).

Eins og adur hefur komid fram eru tvipattabrot & DNA sem verda i flokkaskiptum, ad mestu leyti
gert vid med Non-Homologous end joining (NHEJ) vidgerdarferlinu, en pad geta ordid litningavixl sem
geta haft ahrif & aexlisgen (e. oncogene), par sem aexlisvaldandi gen geta verid undir stjérn eflirada
immunuglobins gena og getur pa valdid aukinni tjaningu peirra. Cyclin D1 (CCND1) er deemi um
axlisvaldandi gen sem er undir stjorn efliradar immuanuglobulin gena (4).

Einnig er greint frd 68rum litningavixlum pungu kedju immunuglébulina sem virdast verda sidar i
framgangi sjukdoms sem breytir stjérnun @ MYC, sem getur leitt til pess ad sjukdémurinn verdur
erfidari. Greint var fra 6edlilegri litningamynd (e. karyotype) MYC i nokkrum mergaexlafrumulinum en

hins vegar var hun ekki 6edlileg i U266 frumulinunni (4, 6).
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Mynd 1 Framvinda mergaexlis

[ MGUS hafa ordid litningabreytingar sem geta verié margvislegar, sem leida til 6edlilegrar fidlgunar &
einum stofni plasmafruma. | MGUS eru plasmafrumur i merg feerri en 10 % og einkenni hafa ekki
byrjad. | SMM hefur plasmafrumum i merg fiélgad, og eru orénar & bilinu 10 — 30 % og enn engin
illkynja einkenni til stadar. Midad er vié ad i mergeexi (MM) sé hlutfall plasmafruma i beinmerg meira
en 30 % og einkenni eru til stadar. Framvinda sjukdémsins er i raun su ad illkynja einstofna
plasmafrumum fj6lgar stédugt par til sjoklingurinn deyr. IGH@ stendur fyrir pungu kedju

immunuglobulin gena, IGH litningavixl eru til stadar i 50 — 60 % mergeexlasjuklinga (4).

1.1.1 U266 mergaexlafrumulina
U266 frumulinan var upprunalega fengin arid 1970 ar 53 ara karlmanni med greint mergaexli sem
seytir Immunugloébulin E (IgE) motefni. Skémmu eftir ad sjuklingurinn lést var tekid syni ur milta og

beinmerg, synum var svo skipt nidur og reektad i seti med 10 % sermi asamt syklalyfjum (7).

1.2 B-lymphocyte-induced maturation protein-1, BLIMP1

Turner et al greindu upphaflega fra B-lymphocyte-induced maturation protein-1 (BLIMP1),
umritunarpaetti sem spilar lykilhlutverk i “sérheefingu B-eitilfruma yfir i immuanuglébulin seytandi
frumur”. BLIMP1 hefur fimm Krippel-gerdar Zinc fingur hneppi asamt prolinrikum svaedum og

svaedum rikum af sirum amindsyrum sem einkennandi eru fyrir umritunarpeetti (8).
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Pegar umritunarpatturinn IRF4 drifur tjaningu @ BLIMP1 i B-eitilfrumu, pa slekkur BLIMP1 & genum
sem naudsynleg eru fyrir proskun B-eitilfrumu og byrjar ad tja gen fyrir sérheefingu plasmafrumu.
Eiginleikar a yfirboréi B-eitilfrumu breytast, hun heettir ad fjdlga sér og byrjar ad framleida mikid magn
métefna sem svo er seytt Ut i blédrasina. Plasmafruman fer pa ur kimstéd (e. germinal center) til
eitilvefja og sumar frumur flytjast sidan padan Gt i beinmerg. Plasmafrumur i beinmerg eru
moétefnavaka-sértaekar og langlifar og geta ekki lifad ef PRDM1, genid sem skrair fyrir BLIMP1
umritunarpaettinum er numid a brott i muisum. BLIMP1 er par af leidandi mikilvaegur pattur i

sérheefingu plasmafruma og lifun langlifra plasmafruma i beinmerg (8-10).

1.2.1 Pbroskun B-eitilfrumu yfir i plasmafrumu

Eitilfrumur hringsdla i bloédi og finnast i miklum meeli i eitilvef. Peer eiga uppruna sinn ad rekja i
beinmerg. Tveer gerdir eru af eitiifrumum, pad eru B-eitiifrumur og T-eitilfrumur en peer hafa
mismunandi hlutverkum ad gegna i Onaemiskerfinu. Pegar utanadkomandi motefnavaki binst
yfirbordsvidtaka a B-eitilfrumu byrjar hun ad fjblga sér og sérheefist i plasmafrumu. Plasmafrumur eru
endanlega sérhaefdar (e. terminally differentiated) B-eitilfrumur, en paer mynda og seyta moétefnum i

miklu magni gegn peim moétefnavaka sem hafdi bundist yfirbordsvidtaka B-eitilfrumunnar (10).

bPegar utanadkomandi métefnavaki binst yfirbordsvidtaka a dproskudu B-eitilfrumunni, verdur hin
virk og flyst til kimstoédvar. | kimstéd verdur fidlgun & pessum B-eitilfrumu stofni, par sem verda SHM
punktstokkbreytingar (e. somatic hyper mutation) fyrir myndun mjog sértaekra métefna gegn peim
motefnavaka sem virkjadi B-eitiifrumuna i upphafi. SHM punktstokkbreytingar verda i habreytilegu
svaedi a pungu kedju immunuglébulina (IgH) sem verdur til myndunar nokkurra afbrigda
immunuglobulina, sum peirra sem bindast motefnavaka med haa seekni. baer B-eitilfrumur sem hafa
afbrigdi immunuglébulina med minnkada saekni deyja. SHM punktstokkbreytingar eru undirstada
seekniproskunar (e. affinity maturation). Virkni moétefnanna er aukin med flokkaskiptum (e. class switch
recombination, CSR). ba fara B-eitilfrumur ad tja annan flokk immunudglébulina, dr Immunaglébulin M
(IgM) i Immudnuglébadlin G (IgG), Immuanugldbdlin A (IgA) eda Immunuglobulin E (IgE). Baedi SHM
punktstokkbreytingar og flokkaskipti krefjast virkni AID (activation-induced deaminase, AID) ensimsins
sem hvatar tvipatta DNA brot & immunuglobulin genseeti (e. locus). Flokkaskipta ferlid krefst einnig
NHEJ DNA vidgerdarferlis til ad gera vid tvipattabrot 8 DNA (4, 10).

bPegar BLIMP1 byrjar tjaningu i B-frumum stddvast tjdning margra annara gena en litid af genum
byrja tjaningu. BLIMP1 beelir umritun @ MYC, sem gegnir mikilvaegu hlutverki i stjornun frumuhringsins
og er pvi naudsynlegt fyrir fijdlgun og proskun B-fruma. bPegar beeling verdur & MYC verdur pvi hlé a
frumuhringnum. CIITA er einnig baelt med BLIMP1 asamt PAX5. A medan baeling er 4 pessum helstu
genum fyrir tjaningu a B-frumu proskun eykst tjaning & mikilveegum plasmafrumugenum, XBP1 (11).
BLIMP1 hindrar lika tjaningu a BCL6, sem er umritunarbaelipattur, naudsynlegur fyrir myndun
kimstédvar og B-frumu proskun innan hennar (10-12), sja mynd 2 af proskun B-eitilfrumu yfir i

plasmafrumu.
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Mynd 2 bProskun B-eitilfrumu yfir i plasmafrumu

Utanadkomandi motefnavaki binst yfirbordsvidtaka a B-eitilfrumu svo han flyst til kimstédvar og verdur
aod virkri B-frumu sem fjblgar sér ért (centroblast) og heettir svo ad fiblga sér (centrocyte). BLIMP1
beelir virkni gena eins og PAX5, BCL6 og MYC, sem taka patt i proskun B-eitilfruma svo hun geti

sérheefst i plasmafrumu (4).

1.2.2 BLIMP1 og mergaexli

BLIMP1 er tjad i flestum mergaexlum og frumulinum leiddum af peim, pad hefur verid synt fram a ad
100% mergaexla tjai PRDM1 sem bendir til pess ad BLIMP1 spilar mikilvaegt hlutverk i lifun
mergaexlafruma. P6 er ekki nog vitad um hvernig. Hung et al. komust p6 ad pvi og gafu ut grein a
pbessu ari ad “anti-apoptiotic’ umritunarpatturinn Aiolos, styrir bindingu BLIMP1 vid markgen sin i
mergaexlafrumum og saman baela pau gen sem tengjast sjalfstyrdum frumudauda (e. apoptosis) og
vidhalda par af leidandi lifun mergaexlafruma i raekt. Hins vegar parf ad rannsaka frekar hvort pessi
gen hafi i raun “anti-apoptosis” virkni i mergaexlum. Peir skodudu nokkrar mergaexlafrumulinur, medal
annars U266 mergeaexlafrumulinuna (9, 13).

BLIMP1 virkar sem eaxlisbaelipattur i risa B-eitilfrumuaexlum ad ABC gerd (activated B cell-like
(ABC) Diffuse large B cell leukemia (DLBCL)). Mandelbaum et al komust ad pvi ad BLIMP1 er baelt af
BCL6 i 53 % tilvika i ABC-DLBCL. Einnig var BLIMP1 slegié ut ur B-frumum musa in vivo, sem leiddi
til pess ad peer proudu med sér DLBCL. Med peim eiginleika ad geta beelt frumuhringinn, virkar
BLIMP1 pess vegna sem axlisbaelipattur i ABC DLBCL (14). BLIMP1 virdist pvi hafa mismunandi
ahrif 8 mergaexli og ABC DLBCL sem krefst frekari rannsoknar.
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1.3 Polycomb group (PcG) protein og tengsl peirra vidé krabbamein

Enhancer of Zezte Homolog 2 (EZH2) er histon-metyltransferasi sem er tjadur i miklu magni i kimst6é.
EZH2 er hvétunareining “Polycomb Repressive Complex 2” (PRC2) og beelir umritun med pvi ad hvata
primetyleringu Histon 3 & Lysin 27 (H3K27me3), sem leidir til baelingar markgena sem taka patt i

stjérnun frumuhringsins, proskun og sérhaefingu fruma (15, 16).

Umframerfdir eru breytingar sem verda vegna moérkunar @ DNA eda prétinum i litni sem veldur
breyttu tjaningamynstri gena. Medvirkjunar- og medbeaelipaettir eru prétein sem auka eda minnka
umritunarvirkni an pess ad bindast DNA beint. | stadinn bindast pessi prétin @ umritunarpaettina sem
virka pa sem “scaffold” fyrir 6nnur ensim eda prétin sem innihalda ensimvirkni auk pess ad hafa

stundum sjalfir ensimvirkni til ad breyta litnisbyggingu (17).

Polycomb group (PcG) prétin fjdlskyldan getur breytt lithnisbyggingu og pannig haft ahrif a
genatjaningu. PcG stjdrna mikilvaagum ferlum innan frumunnar, ferlum sem eru naudsynlegir fyrir
fésturproska asamt lifun og sérheefingu stofnfruma. PcG er oft stjornad a afbrigdilegan hatt i
krabbameinum (18, 19). PcG protein mynda protin floka, sem kallast “Polycomb Repressive
Complexes”, (PRC). PRC1 samanstendur af 10 undireiningum par sem BMI-1 er su helsta sem tengd
hefur verid vid krabbamein. PRC2 samanstendur af EZH2, EED, SUZ12 og RbAp48 (18).

Umframerfdir, eins og 6edlileg DNA metylering og breytingar a histon mérkun geta haft pau ahrif ad
litnabygging verdur O6edlileg og getur pa valdid o6edlilegri genatjaningu og ostddugleika innan
erfdamengis, sem veldur préun krabbameina og framgangi peirra (18, 19), sja mynd 3 af PcG stjérnun
og i sérhaefingu og axlismyndun. | fésturstofnfrumum (e. undifferentiated pluripotent cells) eru gen
sem naudsynleg eru fyrir proskun morkud, med virkri metyleringu H3K4me og baeld med pri-
metyleringu H3K27me3. bessi mérkun verdur svo sérhaefdari, sum gen eru tjad og 6nnur péggud sem
leidir til myndunar sérhaefdra fruma. | sexlismyndun verdur brenglun & mérkun fésturstofnfruma og

sérheeféra fruma (sja mynd 3) (20).
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Mynd 3 Umframerfoir, PcG stjornun i sérhafingu og axlismyndun
Fosturstofnfrumur (e. undifferentiated pluripotent cells) med virkri metyleringu H3K4me og beeldri pri-

metyleringu H3K27me3. | sexlismyndun verdur svo brenglun & pessu kerfi (20).
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1.3.1 EZH2 og mergaexli
Mikid hefur verid rannsakad og sifellt eru ad koma fleiri sannanir fyrir pvi ad EZH2, eda
stokkbreytingar i EZHZ2 geninu tengist krabbameinum og taki patt i myndun peirra.

EZH2 er tjad i miklu magni i kimst6d, ekki tjad i venjulegum plasmafrumum en yfirtjad i mérgum
gerdum krabbameina, medal annars mergeexlum og er naudsynlegt fyrir voxt peirra (21-23).

EZH2 er mikilveegur pattur i B-eitilfrumum i kimstddvar hvarfinu og tekur patt i ad baela sérhaefingu
B-fruma i kimstdd, en tjaning 8 EZH2 minnkar pegar B-fruman fer ar kimstddvarhvarfinu og tjaning
verdur a genum sem stjérna sérhaefingu B-fruma yfir i plasmafrumur. Hins vegar ef tjaning a EZH2
minnkar ekki og mikil fjdlgun verdur & B-frumum, aukast likur a stdkkbreytingum sem geta haft ahrif &

xlisgen og getur leitt til krabbameinsmyndunar (23).

1.3.2 Tengsl BLIMP1 og EZH2 i mergaexli
Eins og fyrr hefur verid nefnt er EZH2 mikid tjad i kimstédvar B-eitilfrumu en beeld i edliliegum

plasmafrumuproska. Hins vegar er tjaning 8 EZH2 asamt BLIMP1 i mérgum tegundum mergaexla.

Yfirtjaning a EZH2 er talid valda aexlismyndun en ekki er vitad nakveemlega hvernig ad pvi er farid.
Tilgata okkar er ad hluti peirrar virkni getur verid med BLIMP1, sem beinir EZH2 ad markgenum sinum

i mergaexium.

Busslinger et al. gafu Ut grein i januar a pessu ari og stadfestu ad BLIMP1 binst PRC2 flékanum til

ad stjorna markgenum sinum (24), en forstigsnidurstodur Magnusdéttir et al. bentu til pess sama (25).

1.4 Glucocorticoid sterar

Glucocorticoid er flokkur corticoid stera sem seytt er Ur nyrnahettuberki i miklu magni i stress astandi.
Glucocorticoid sterar hafa moérg hlutverk. Peir hafa mikilveegu hlutverki ad gegna i efnaskiptum
likamanns og pa sérstaklega i sykurefnaskiptum, beaela nidur éneemiskerfid og hindra bdélgusvar (26).
Einnig hafa glucocorticoid sterar eiginleika til ad 6rva innanfrumubodleidir sem hafa ahrif & umritun
gena sem taka patt i frumuhringnum og ferli fyrir sjalfstyrdan frumudauda (e. apoptosis) (27, 28).

Glucocorticoid sterar eru notadir i laeknisfraedilegum tilgangi til ad baela nidur dnaemiskerfid og
minnka bolgur og par af leidandi hafa peir mikid notagildi i medhdndlun bélgusjukdéma og sjukdéma
sem orsakast vegna ofvirks énaemiskerfis. Svo deemi sé nefnt eru glucocorticoid sterar notadir til ad
koma i veg fyrir héfnun igraedslu liffeeris. Glucocorticoid sterar baela 6naemiskerfid med hindrun
bodefnalosunnar (e. cytokine) og métefnamyndunnar. Komid er i veg fyrir bolgur medal annars med
hindrun a flutningi (e. migration) hvitra blédkorna. Inntaka glucocorticoid stera getur hins vegar valdid
aukaverkunum a bord vid haekkun & blédsykri (e. hyperglycemia), minnkada seytun kollagens og
beinnidurbrot (e. osteoporosis) (26, 29).

Glucocorticoid sterar hafa verid notadir samsett med 6drum lyfjum i medferd gegn mergaexli i meira
en 20 ar. bratt fyrir g6dan arangur og mikla notkun glucocorticoid er virkni peirra ekki ad fullu skilin
asamt pvi ad hun er takmoérkud vegna taps & glucocorticoid vidtokum, sem getur minnkudu naemi

sjuklinga fyrir glucocorticoid sterum en virkni medferdar med glucocorticoid sterum fer algjérlega eftir
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tjdningu glucocorticoid vidtaka (30). Rannséknir Gross et al. gefa til kynna ad mérg glucocorticoid
vidtaka iséform faist fra einu glucocorticoid vidtaka geni, en hvort glucocorticoid namar axlisfrumur

syni breytt mynstur eftir tjaningu glucocorticoid vidtaka-is6formi a eftir ad skoda betur (27).

Glucocorticoid viétakinn tilheyrir storri, vardveittri fijdlskydu kjarnavidtaka (e. nuclear receptors) sem
hefur fjolbreytt hlutverk i proskun og homeostasis. Glucocorticoid vidtakinn er bundinn
sidvorsluprétinum (e. chaperone) proteinum i kjarna eda umfrymi. Binding glucocorticoid vid
glucocorticoid vidtaka veldur breytingum i vidtakanum svo hann losnar fra sidvorsluprétinum og fer i
kjarnann par sem hann binst glucocorticoid response element (GRE). Pa binst kjarnavidtaki
medstjornunarpattum sem stjorna umritun markgena en glucocorticoid vidtakinn virkar einnig til ad

baela umritun (sja mynd 4) (30, 31).

Steroid hormone
Plasma o®

membrane (+]

Target-gene

Q ) . -
transcription

i) &P
Response element

Mynd 4 Glucocorticoid midladri virkni i gegnum glucocorticoid vidtakann

Glucocorticoid virkni er midlad i gegnum glucocorticoid vidtakann. Glucocorticoid binst glucocorticoid
vidtaka, svo hann losnar fra siévérsluprétinum (HSP complex). GR flyst pa i kjarna par sem hann binst
glucocorticoid response element (GRE) og medstjérnunarpattum sem umrita svo eda baela markgen
(31).

Sjuklingar med non-Hodkins lymphoma (NHL) bera i einhverjum tilvikum “gain of function”
stokkbreytingu i EZH2 sem eykur virkni pess og gerir pau mein 6namari gegn hefébundinni
lyflamedferd NHL. Nylega var gerd rannsékn sem syndi fram a ad glucocorticoid markgen (sestrin,
TNF og GILS) i peim frumum par sem aukin EZH2 virkni er til stadar, verda pau aexli verda naemari
med samsetningu EZH2 hindra og glucocorticoid stera. bessar nidurstédur syna samverkandi ahrif
EZH2 hindra med glucocorticoid sterum i beelingu @ NHL (32).

Samkvamt Doody et al, sem gerdu “knock-down” a BLIMP1 i U266 frumulinunni, binst BLIMP1
DNA stjornunarseti NR3C1 gensins og hindrar tjaningu pess, en NR3C71 er genid sem tjair
glucocorticoid vidtakan (33).
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1.5 Rannsoknaradferdir

1.5.1 Clustered regularly interspaced short palindromic repeats, CRISPR

Upphaflega var CRISPR fundid i erfdamengi Escherichia coli arid 1987 (34). Sidar var greint fra
mikilvaegi CRISPR i bakterium, ad CRISPR asamt cas genum veitir bakteriunni vorn gegn innras
veira. Bakteriur og fornbakteriur hafa préad med sér aunnid (e. adaptive) dneemiskerfi, par sem stuttar

RNA radir sem kallast “short palindrome repeats” brjéta nidur utanadkomandi kjarnsyrur (35, 36).

M. Jinek et al syndu fram & ad crRNA sem parast saman vid trans-activates crRNA (tracrRNA)
myndar tvaer RNA byggingar sem beina Cas9, hjalparproteini CRISPR ad peim stad i erfdamenginu
par sem Cas9 klyppir tvipatta DNA (37). Stuttu sidar stadfestu Cong et al ad heegt vaeri ad nota RNA
til ad forrita radasérteeka klyppingu @ DNA og ad haegt veeri ad nota CRISPR kerfid skilvirkt i

spendyrafrumum (38).

Einn peirra fyrstu sem notudu CRISPR erfdataeknina i mannafrumum voru Mali et al. beir baedi
trufludu genar6d med innskoti stopp takna og nadu einnig ad laga skemmdina sidar med CRISPR.

Stadfest var ad CRISPR erféataeknina veeri haegt ad nyta sér til erfdabreytinga i mannafrumum (35).

CRISPR/Cas9 samanstendur af fjorum genum. Cas9 er kirnakljufur (e. endonuclease) sem klippir
genamengid osértaekt. Hann hefur tvo bindiset fyrir DNA, pad eru N-terminal Ruv/C likt kirna hneppi
og HNH-likt kirna hneppi. HNH-lika kirna hneppid klippir moétsvarandi (e. complementary) patt a
medan Ruv/C hneppid klippir “non complementary” patt. Pannig getur Cas9 studlad ad tvipatta broti a
DNA. bar sem Cas9 er 6sérteekur kirnakljufur, er naudsynlegt fyrir hann ad bindast guide RNA (gRNA)
sem beinir Cas9 ad klippa sértaekt i erfdamenginu. gRNA samanstendur af tveimur smallRNA; 20
kirna langri crRNA sem er genamarkrddin, oft kollud “fleyg” (e. spacer) og tracrRNA “scaffold” sem er
naudsynlegt fyrir tengingu crRNA vid Cas9 og par af leidandi bindingu Cas9 vid DNA. Cas9 binding
vid DNA markréd er einnig stjornad med priggja basapara PAM rod (protospacer adjacent motif),
stadsett 3" vid gRNA. Cas9 getur ekki klippt DNA an PAM radar. PAM rddin verkar sem bindibod fyrir
Cas9. PAM rédin er breytileg eftir pvi hvada bakteriu Cas9 er einangrad Gr (35, 37, 38). | pessari
rannsokn er notad Cas9 ur streptococcus pyogenes og PAM rédin er NGG. Jafnframt er buid ad
breyta gRNA svo pegar pad er notad i erfdafreedilegum tilgangi pa er buid ad splaesa saman crRNA
og tracrRNA saman og pvi er nog ad nota adeins eitt plasmid til ad tja pad; MLM3636 i pessu tilviki.

| pessu verkefni verdur CRISPR/Cas9 erfdataeknin notud til ad sla ut genavirkni BLIMP1 og EZH2 i

U266 mergaexlafrumulinunni.

1.6 Klénun med Gibson Assembly

Lengi hefur verid mogulegt ad tengja DNA buta og mynda nyja afurd. bessi taekni skaut fljott upp eftir
ad DNA tengiensim (e. ligase) og skerdiensim (e. restriction endonuclease) voru uppg6tvud. Sidan pa
hafa nokkrar klénunaradferdir verid fundnar upp par sem notud eru skerdiensim og/eda tengiensim.
Gibson Assembly er frabrugdin pessum adferdum par sem hun grundvallast a virkni kjarnsyruutkljufa
(e. exonuclease) i stad pess ad nota skerdiensim. Haegt er ad tengja marga DNA buta i einu an pess
ad pad myndist “6r”. brji ensim eru notud vid sama hitastig; 50°C i einu hvarfi: Kjarnsyruutkljufur

myndar langa 3’ skagandi buta med pvi ad fjarlaegja kirni (e. nucleotide) fra 5 enda a tvipatta DNA, pa

17



getur ordid pattatenging (e. annealing). DNA fj6llidunarhvati (e.polymerase) klarar fjollidun og
tengiensim limir svo saman adlaega DNA buta (sja mynd 5) (39).

Hér verdur BLIMP1 og EZH2 klénad inn i plasmid med Gibson Assembly.

Overlap

5 3
3 5

5 3’

3 5

Chew-back at 50 °C with T5 exonuclease
5 Phusion polymerase
3 5 Taq ligase
3 5 g3
Anneal at 50 °C Phusion polymerase
+T5 e}o{lease Taqligase
g2 5 a—o =
Repair at 50 °C with Phusion polymerase and Tagq ligase
\ F 5 3

Mynd 5 Gibson Assembly klénunarhvarf

Kjarnsyruutkljafur (e. exonuclease) myndar 3’ skagandi buta, fibllidunarhvati (e. polymerase) klarar
fjéllidun og tengiensim (e. ligase) limir (39).
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2 Markmio

Markmid verkefnisins er ad sla Ut genavirkni umritunarpattanna B-lymphocyte induced maturation
protein 1 (BLIMP1) og Enhancer of zeste homolog 2 (EZH2) med pvi ad nota CRISPR/Cas9
erfdabreytingataeknina og kanna ahrif yfirtjaningu peirra @ naemi glucocorticoid stera.
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3 Efni og adéferdir

3.1 Talning fruma med hemocytometer og framkvamd a drapskurfu
med puromycin a U266 frumum

U266 frumur voru taldar med hemocytometer fyrir framkvaemd & drapskurfu med puromycin (mynd 6).
10 pL af frumum var blandad varlega vid 10 pL af Trypan blue litunarlaus. Med pipettu voru 10 pL af
Trypan blue-medéhdndladri frumulausn komid varlega & hemocytometerinn svo holfié fylltist. Frumurnar
voru svo taldar i smasja med 10X staekkun. Taldar voru frumur i einum ferning, blaa ferningnum eins
0g sja ma a mynd 6, en best er ad telja fjéra kassa og taka medaltalid af peim. Fjoldi fruma er svo
margfaldadur med tveimur par sem frumulausn og Trypan blue eru hlutfallslega 1:1. Til ad reikna
fiolda fruma @ mL var notud eftirfarandi jafna.

rumur 4
fT = frumur x 10

Figure 1. Hemocytometer gridlines.
Hemocytometer diagram indicating one of the sets of 16 squares that
should be used for counting.

Mynd 6 Hemocytometer

Framkveemd var puromycin drapskurfa @ U266 frumur til ad fa minnsta moéguleg styrk sem parf il
ad drepa frumurnar. | spendyrafrumum er maelt med styrk puromycin & bilinu 0,5 — 10 ug/mL en pad
getur veri®d mismunandi eftir frumugerdum. Meelt var fyrir styrk puromycin a bilinu 0,0 — 4,0 ug/ml og

notadar voru 0,5x10° frumur/ml i hverja meaelingu.

Eftir ad frumurnar hoéféu legid i puromycin i 68 kist. voru peer taldar aftur med hemocytometer.

Tekid var medaltal af talningu fjdgurra horna med 16 ferninga (sja mynd 6) og notud eftirfarandi jafna

frumur

= frumur x 10%. Hlutfallid var svo reiknad & lifandi og daudum frumum.

til ad fa styrk fruma.
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3.2 Leidsla @ Cas9 og gRNA i U266 frumur

Til ad geta leitt Cas9 og gRNA i U266 frumur, voru paer rafgatadar med vinnusetti (e.kit) fra Lonza
(AmaxaTM SF Cell Line 4D-NucleofectorTM X Kit L). Med rafgétun er rafstraumi hleypt & frumurnar til
ad mynda fjdlda gata a frumuhimnuna sem gerir hana gegndreepa. Erfdaefnid, sem i pessu tilviki var
Cas9 (Addgene, plasmid #48139) og MLM3636 tjaningarvektor (Addgene, plasmid #43860) med
gRNA r6d sem midar ut EZH2 annars vegar og BLIMP1 hins vegar (sja t6flu 1). Plasmidin ma sja a
mynd 7 hér fyrir nedan. Cas9 klippir einungis ef markrddin er eins og “spacer’gRNA rédin. ba klippir
Cas9 tvipattabrot 8 DNA, 3-4 kirnum innan PAM radar.

chicken B-actin promoter’

. | 4

UG promoter |

9RNA My
Srarru,v za,%

N SVAO NLS)

MLM3636

2278 bp

AAV2 TTR

Mynd 7 pSpCas9(BB)-2A-Puro plasmid (Addgene, plasmid #62988) og MLM3636 guide RNA
tjaningarvektor (Addgene, plasmid #43860)

Cas9 plasmidid ber puromycin polgen eins og sést & myndinni. A myndinni mé einnig sja guide RNA
scaffold i MLM3636 plasmidi.

Nytt 15% FBS aeti var sett @ U266 frumurnar degi fyrir rafgétun. bad er gert svo ad a degi
rafgdétunar séu bpeer virkar i fjdlgun. Lonza vinnusetti fylgir lausn; Nucleofector®solution og
rafgbtunarkavettur. gRNA var innleitt i MLM3636 guide RNA tjaningarvektor (Addgene, plasmid
#43860) (sja mynd 7). Heildarmagn af DNA notad i hverja leidslu var 2 ug innleitt i 2 milljonir fruma.

Frumur voru spunnar nidur vid 1500 snuninga a minatu i i prjar minatur, og eeti tekid af peim.
Frumurnar voru leystar upp i 100 pl Nucleofector®solution. 100 pl - af frumulausninni var svo blandad

vid DNA. Sidan var lausnin faerd yfir i kGvettu

sem fylgdi med vinnusettinu fra Lonza. Kavettunni var nsest komid i 4D-Nucleofector™ X taekid
sem rafgatar frumurnar og stillt var a forritid DY-100. Eftir rafgétun eru frumurnar mjég vidkveemar og
bvi var frumulausnin tekin varlega upp ur kavettunni med bubbulinu og i nyja frumuflésku med 4 ml af
15 % FBS &eti.
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Tafla 1 guide RNA

Nafn gRNA r6é PAM r60 | Gen klippt | Utr6d nr.
Ezh2ex14gRNA1s | GAACTGTCACAAGGCTGCCG | TGG EZH2 14
Ezh2ex15gRNA2s TGTTGCACTGTGCTTTGCAG CGG EZH2 15
Prdmlex4gRNA3s TGGACAGATCTATTCCAGAG GGG BLIMP1 4
Prdmlex6gRNA4s | AGCGAGCTCGGGAGAGAAGT | GGG BLIMP1 6

3.3 Valid fyrir Cas9 inleiddum klénum
Puromycin (2,0 ug/ml) var komid a innleiddu U266 frumurnar, 48 kist eftir innleidslu. Cas9 plasmidid
ber puromycin polgen svo paer frumur sem inleiddu Cas9-gRNA fléka aettu ad lifa af en ekki adrar.

Pannig er haegt ad audga fyrir peim kldnum par sem utslattur hefur tekist.

Puromycin (2,0 ug/ml) var komid a frumurnar og haft i prja daga. Purmycin var svo hreinsad i burtu
med pvi ad spinna frumur nidur i skilvindu @ 1500 sniningum & minutu i prjar minatur. Eins mikid aeti
var tekid af og mogulegt, 10 mL af PBS buffer komid a frumurnar og paer aftur spunnar nidur. PBS var

sidan hreinsad af frumunum. Frumunum var svo komid aftur i frumuglés meé 15 % FBS &eti.

3.4 Saning pCMVHA hEZH2 plasmids og einangrun a DNA fyrir PCR
mognun a EZH2

Fyrir einangrun @ DNA ur pCMVHA hEZH2 plasmidi (Addgene Plasmid #24230) sem sja ma a mynd
8, var pvi sad i 3ml LB eeti med ampicillin (0,1 mg/ml) og reektad i 18 kist vid 37 °C med hristingi vid
250 rpm. pCMVHA hEZH2 er manna EZH2 med HA merki (e. tag) og hefur ampicillin polgen. Eftir 18
kist. i hitaskap var lausninni komid i eppendorf glas og spunnid® nidur a hamarkshrada vid 4°C i 30
sekundur og eeti fjarleegt. Pellettan var leyst vel upp i 100 pl af lausn I, 200 pl af lausn Il sidan
blandad varlega saman vid og sidast 150 pl af lausn Ill, einnig blandad varlega. Lausnin var geymd a
is i 3 — 5 minutur og svo spunnin nidur @ hamarkshrada vié 4°C i 5 minatur. Floti® sem inniheldur DNA
var sidan feert yfir i nytt eppendorf glas og tv6féldu magni af 96% EtOH baett &, hrist med vortex og
geymt vid stofuhita i 2 minatdr adur en spunnid nidur a hamarkshrada vid 4°C i 5 minutur. Alkéhdlid
var fjarleegt og pellettan pvegin med 70% EtOH, spunnid aftur & hamarkshrada vid 4°C i 2 minutur.
Alkoholid var tekid af og pelettan lofthreinsu® med pvi ad lata hana standa i 5 - 10 mindtur aéur en 50
pl af TE buffer asamt 20 ug/ml RNasaA var baett vid. Eftir ad buid var ad blanda TE buffer og RNAsaA
vid DNA, var lausnin latin standa i 10 minatur vid stofuhita, svo hrist med vortex og ad lokum var DNA
ljosmaelt med Nanodrop® Spectrophotometer ND-1000 (Eurofins Genomics GmbH, Ebersberg,
byskalandi) til ad meta styrk og hreinleika DNA lausnar. A téflu 2 ma sja innihald lausna | — Il sem

notadar voru i einangrun DNA.
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Mynd 8 pCMVHA hEZH2 plasmid (Addgene #24230) sem notad var til ad einangra EZH2 ur.

Tafla 2 Lausnir notadar i DNA einangrun

Lausn | Lausn Il (siud) Lausn Il

50mM glukosi 0,2 NaOH 5M KOAc (potassium acetate)
25mM Tris HCL pH8,0 | 1% SDS 3M ediksyra

10mM EDTA pH8,0 ddH20 ddH20

ddH20
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3.5 PCR mognun a EZH2 og PiggyBac

Polymerase chain reaction (PCR) var gert & EZH2 og PiggyBac (pPB) bakbeini fyrir klonun EZH2 inn i
pPB plasmid med Gibson Assembly. Allir primerar voru fengnir fra Eurofins Genomics GmbH
(Ebersberg, byskalandi) (sja toflu 3 med primerum). i PCR mégnuninni var notadur Phusion
polymerasi, en hann er med med laga villutidni, hitapolinn og hefur hamarks fjéllidunarvirkni vid 72 °C.
| EZH2 mégnun voru gerd fidgur 20 pl hvérf en fyrir pPB var gert eitt 50 pl hvarf. i t6flu 4 ma sja bléndu
sem gerd var fyrir EZH2 og pPB hvorfin. Styrkur EZH2 plasmids sem notadur var i hvert hvarf var 336
pg/ul. Styrkur pPB plasmids sem notad var fyrir hvert hvarf var 1,7 ng/ul. PCR hvarfid var framkvaemt
vid eftirfarandi adstaedur: Phusion pdlymerasi er virkjadur vid 98°C | 30 sekundur, eftir pad voru 35
mognunarhringir sem byggdu a braedslu DNA patta , primera bindingu og fjdllidun (sja t6flu 5).
Phusion polymerasinn klarar ad fjollida oklarada buta vid 72°C i 5 mindtur og undir lokinn voru synin
kaeld vid 4°C, en pau geymast best vid pad hitastig. Eftir PCR mdgnun voru afurdirnar keyrdar a 1%
agardsageli til ad kanna hvort PCR hafdi tekist.

Tafla 3 Primerar sem notadir voru i mégnun a4 EZH2 og pPB

Primer: Primeraroé:

Gibs-hEZH2-X3-Fw 5’- caaagaattcctcgagaATGGGCCAGACTGGGAAG - 3’

Gibs-hEZH2-X3-Rev2 | 5’ - gcacgtcgtatgggtaTCAAGGGATTTCCATTTCTC - 3°

Gibs-pPBhCMV-Fw 5°- TACCCATACGACGTGCCA -3

Gibs-pPBhCMV-Rev | 5" - TCTCGAGGAATTCTTTGCC - 3’

Tafla 4 Blanda fyrir PCR

Efni: EZH2 (ul) pPB (ul)
5X HF buffer 4 10
dNTP 0,4 1

Fw primer (10uM) | 1 2,5

Re primer (10uM) | 1 2,5
Phusion 0,2 0,5
ddH20 12,4 30,5
DNA 1 2,5
Samtals 20 50
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Tafla 5 PCR hvorf fyrir mdégnun 4 EZH2 og pPB

PCR hvorf: EZH2: pPB:
Skref: hitastig Timi Hitastig Timi Virkni:
1 98°C 30 sek 98°C 30 sek Phusion
virkjadur
2 (35 hringir) 98°C 10 sek 98°C 10 sek Braedsla DNA
patta
60,4°C 10 sek 62°C 10 sek Primer  binst
DNA
72°C 3 min 72°C 3 min Fjollidun
3 72°C 5 min 72°C 5 min Phusion  fyllir
upp i got
4°C 4°C Bid

3.6 Hreinsun PCR afurdar fyrir kilbnun med Gibson Assembly

bar sem fleiri bond en buist var vid komu med keyrslu EZH2 (sja nidurstddur), var oll afurdin keyrd a
geli. Bandid sem fékkst vid 2300 bp, sem er ad réttri staerd og pvi skorid ut til pess ad fa hreina afurd.
Notad var vinnusettid NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up til ad hreinsa PCR afurdina ur agardsa
geli.

Byrjad var a pvi ad vigta eppendorf glas. 2300 bp bdnd voru skorin Ur geli med hreinu
hnifsbladi og vigtud i eppendorf glasi. Samkvaemt leidbeiningum fra framleidanda eru 200 pl af NTI
buffer fyrir hvern 100 mg gelbut. 644 pl af NTI buffer (NucleoSpin®) var komid & 322 mg gelbutinn og
til ad blanda pvi saman var gellausnin sett i 50°C hitasblokk med hristing, par til gelid haféi alveg nad
ad leysast upp.

| nzesta skrefi binst DNA vid kisilhimnu i stlunni sem fylgir vinnusettinu (NucleoSpin® Gel and
PCR Clean-up). Sula var sett i 2 ml safnglas, 700 pl af syni komid & suluna og spunnid i skilvindu a
hamarkshrada i 30 sekindur. Vékvanum sem fér i gegnum suluna var fleygt og skrefid var endurteki®d
med afgangi synis.

DNA var hreinsad ur kisilhimnu med NT3 pvottabuffer (NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up).
700 pl af NT3 var sett a suluna og spunnid i skilvindu a hamarkshrada i 30 sekundur. Vokvi sem
safnast fyrir i safnglasi undir sulu var hent og skrefid endurtekid. Sulan var pa sett tom i skilvindu med
safnglasi til ad fjarlaegja allan NT3 pvottabuffer. Spunnid var a hamarkshrada i eina minatu.

Sula var naest sett i hreint eppendorfglas og hladid a hana 20 pl af hitudbum NE buffer
(NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up) . NE buffer losar DNA fra kysilhimnu. NE buffer er latin bida a
himnunni i eina minatu vid stofuhita, svo spunnin i skilvindu & hamarkshrada i eina minatu. Lausnin
var svo hrist og ljdsmeeld med Nanodrop® Spectrophotometer ND-1000 (Eurofins Genomics GmbH,
Ebersberg, byskalandi) til ad meta styrk og hreinleika.

bPegar pPB var keyrt a geli kom adeins eitt skyrt band og pess vegna er haegt ad nota PCR

25




afurdina beint og hreinsa. Hreinsunin var pvi gerd a eins mata fyrir pPB og fyrir EZH2, fyrir utan fyrsta
skrefid pegar gelbuturinn var leystur upp i NTI buffer. Adur en pPB var hreinsad var 1 pl (10 einingar)
af Dpnl sett Gt i afurdina og haft i 37°C hitablokk i klukkustund samkvaemt leidbeiningum fra
framleidanda (New England BioLabs® Inc., Kanada). Ein eining er skilgreind sem pad magn ensims
sem naudsynlegt er til ad melta 1 ug af DNA a einni klukkustund. Dpn1 hvarfid var gert til fjarleegja
pPB snidmot (e. template) til ad fackka bakteriupyrpingum sem vaxa upp an innskots. Dpn1 klippir ekki
DNA ur PCR af pvi pad er ekki metylerad eins og palsmid DNA sem notad var sem snidmot, pvi
plasmiéid var eftirmyndad i Escherichia coli (sem metylerar adendsin basa i DNA).

3.7 Klénun EZH2 inn i plasmi® med Gibson Assembly

Notad var Gibson Assembly® klonunar vinnusett (New England BioLabs® Inc., Kanada). Eftirfarandi
jéfnur voru notadar til ad reikna Ut styrk innskots og genaferju i picomélum (pmal), sem notad var i
Gibson Assembly hvarfid. 50 ng af pPB genaferju var notad i Gibson hvarfid, en magn genaferju ma
vera a bilinu 50 — 100 ng samkvaemt leidbeiningum framleidanda (New England BioLabs® Inc.,
Kanada). Framleidandinn maelir einnig med pvi ad heildarmagn DNA sé & bilinu 0,02 — 0,5 pmol.

Heildarmagn af DNA var 0,03 pmdl.

pyngd ing x 1000
steerd i bp x 650 dalton/bp

pmols =

byngd genaferjuing x sterd innskots i bp

d innskotsing =
byngd innskots ing sterd genaferju i bp

Fern Gibson assembly hvorf voru gerd; Gibson Assembly 2X consentrate master mix (NEB
#M0494) sem fylgdi vinnusettinu var blandad vid 50 ng af pPB genaferju og beaedi einfalt og prefalt
moélar umframmagn af EZH2 innskoti. Einnig voru gerd tvd vidmidunarhvorf, Gibson Assembly 2X
consentrate master mix asamt 50 ng af pPB genaferju til ad sja hlutfall pyrpinga sem raektast upp an
innskots og hins vegar neikveett vidmidunarhvarf sem inniheldur Gibson Assembly 2X consentrate

master mix og 23 ng af EZH2 innskoti. Syni voru svo sett i 50°C hitablokk i 30 mindtur.

2 pl af Gibson hvarfinu var blandad varlega vid leidsluheefar Escherichia coli (E.coli) bakteriur; NEB
5 alpha Competent E.coli bakteriur (New England BioLabs® Inc., Kanada) og hafdar a is i 30 mindtur.
Lausnin var sett i 42°C hitabad i 30 sekundur og aftur a is i tvaer minatur. 475 ul af SOC lausn var
sidan beett & allar lausnirnar og hafdar i 37°C hitablokk i 45 minGtur med 300 rpm hristing. A medan
lausnir voru i hitablokkinni voru ampicillin pl6tur hitadar vid 37°C. Neesta skref var saning 100 pl af
bakteriulausn a hverja plotu, hafdar i 37°C hitaskap i 18 kist. Daginn eftir var 10 bakteriupyrpingum
sad i LB eaeti, asamt ampicillin eins og adur var list asamt pvi ad gera “index” plétu med 6lllum
pbyrpingum sem sad var. Bakteriulausnir voru hafdar i 37°C hitaskap yfir nétt.

Eftir 18 kist i hitaskap voru klénar hreinsadir med GeneJET Plasmid miniprep vinnusetti (Thermo
Scientific, USA). Bakteriulausnir voru settar i eppendorf glés og spunnar nidur 8 hamarkshrada vid

4°C og eeti tekid af. Peletta var leyst upp i 250 ul bléndunarlausn (resuspend solution) og 250 pl af
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sundrunarlausn (Lysis solution) blandad vid svo lausnin vard seig. Naest var 350 pul af hlutleysi-lausn
(neutralization solution) blandad vid og skilid nidur a hamarkshrada i 5 minatur. Flotid sem inniheldur
DNA var sidan feert yfir a8 GeneJET suluna med safnglasi undir, og spunnid nidur & hamarkshrada i
eina minutu. DNA binst vid suluna og vokvanum sem rann i gegn var fleygt. DNA var hreinsad tvisvar
med 500 pl af hreinsilausn (Wash solution) og sulan var skilin nidur i pridja skiptid til ad hreinsa alla
hreinsilausn i burtu. [ lokin var sdlan sett i nytt eppendorfglas og 50 ul af pynningarlausn (Elution
buffer) komid & til ad hreinsa DNA af sulunni. DNA lausnirnar voru geymdar vié stofuhita i tveer

minutur, hristar og ljdsmeeldar i nanodrop.

Naesta skref felst i pvi ad skima fyrir peim kldbnum sem innihéldu pPB bakbein asamt EZH2
innskoti. Til ad kanna pad var afurdin klippt med BamHI HF skerdiensimi (New England BioLabs® Inc.,
Kanada) til ad sja hvort pad klippir & réttum stédum & plasmidinu. A téflu 6 er uppsetning fyrir klippingu
a pPB plasmidi. begar innskot er ekki til stadar klippir BamHI 1200 bp og 3896 bp bdnd, sja mynd 9 af
pPB plasmidi par sem skerdiset BamHI eru merkt inn @ myndina. BamH]I skerdiensim a ad klippa pPB
plasmid 3414 basaparaband (bp) og 3896 bp pegar innskot er til stadar , sja mynd 10 par sem pPB

hefur EZH2 innskot. Skerdiset BamHI eru merkt inn @ myndina.

Tafla 6 Uppsetning fyrir meltu a Gibson assembly klonuéum afurdum

(Ml
Cut smart buffer 25
DNA 2,0
BamHI HF 0,5
ddH20 20,0
Samtals 25,0

AmpR|

AmpR promoter!

M13 fwd)
—(T7 promoter!

pPB hCMV
5053 bp

lac promoter’

(lac operatori”
(M13rev]

T3 promoter!

(tetracycline response element]

minimal CMV promoter!

BamHI (1883)

(3040) BamHI

/ o N
& «&°
A\
0o
lac promoter.

(CAP binding site)
(lac operator]

M13 rev]
bGH poly(A) signal

Mynd 9 Kort af pPB hCMV plasmidi. Skerdiset BamHI eru merkt inn a myndina
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T3 promoter minimal CMV promoter|

pPB hCMV EZH2
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(lac operator|

Mynd 10 Kort af pPB hCMV EZH2 sem er lokaafurdin, pegar buid var ad innleida EZH2 inn i pPB
plasmid med Gibson Assembly. Skerdiset BamHI eru merkt inn @ myndina

Eftir ad buid var ad skima fyrir réttum klonum, voru peir tveir klonar sem hofdu innskotid sendir i
radgreiningu og raektadir upp i meira magni og auknum hreinleika, med GeneJET Plasmid midiprep
vinnusetti (Thermo Scientific, USA). Midiprep DNA hreinsun er byggd upp ad mestu leyti eins og
miniprep eins og adur var list, fyrir utan ad meira rimmal er notad i midiprep og meira DNA faest ar

bvi. Farid var alveg eftir leidbeiningum fra framleidanda.

3.8 Einangrun DNA ur U266 frumum par sem EZH2 genavirkni var slegin
ut med CRISPR/Cas9

U266 frumur voru spunnar nidur og flotid fjarlaegt. Frumurnar voru svo settar i 250 pl Tail Buffer med
200 ug/ml af Proteinase K (Thermo Scientific, USA) og inkuberadar i 56°C hitablokk med hristing yfir
noétt. 50 upl af 5M NaCl var svo blandad vel saman & hristara i 5 mindtur og svo spunnié nidur i 5
minutur vid stofuhita. Floti® sem inniheldur DNA var naest sett i nytt eppendorf glas asamt 300 pl af
isoprépanoli og blandad med pvi ad hvolfa syninu. Synid var naest sett i skilvindu og spunnid a
hamarkshrada i 5 minuatur. Flotid var hreinsad med 70 % EtOH og pellettan purrkud adur en han var
leyst upp i 25 pl af TE buffer, DNA lausnin var geymd i tvaer klukkustundir i 37°C hitablokk svo allt
DNA na6i ad leysast upp.

3.8.1 T7 endonucleasa préfun 1
T7 endonucleasa 1 ma nota til ad sja hvort Cas9 hafi nad ad klippa i markrdd i erfdamenginu til ad sla
ut genavirkni EZH2 annars vegar og BLIMP1 hins vegar.

Erfdamengis-DNA sem buid var ad einangra ur U266 frumum par sem EZH2 eda BLIMP1
genavirkni hafdi veri® midud ut var magnad upp med PCR og hreinsad a sulu med GeneJET gel
Extraction kit vinnusetti (Thermo scientific, USA) par sem farid var eftir leidbeiningum fra framleidanda,
en adferdin er nanast su sama og list var i kafla 3.6. | t6flu 7 og 8 ma sja primera sem notadir voru i
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PCR hvorf asamt master mix. PCR hvarfid var framkvaemt i Veriti® 96-Well Thermal Cycler (Applied
Biosystems, USA). Styrkur PCR afurdar var ljosmeeldur i nanodrop (Eurofins Genomics GmbH,

Ebersberg, Pyskalandi) til ad meta styrk og hreinleika.

PCR afurdin var naest melt og endurheimt (e. re-anneal) med T7 Endonucleasa 1 sem bekkir og
klippir DNA paetti sem passa ekki fullkomlega saman. 100 ng af hreinsadri PCR afurd, 2 ul af NEB
buffer 2 (New England BioLabs® Inc., Kanada). og ddH20 par til rammalié vard 19,5 pl var blandad
blandad saman. Lausnin var svo melt og endurheimt i PCR Veriti® 96-Well Thermal Cycler (Thermo
Scientific, USA), sja toflu 9. | naesta skrefi var endurheimt PCR afurd melt med 0,5 ul af T7
endonucleasa | (New England BioLabs® Inc., Kanada) vid 37°C i 25 minutur. Afurdin var svo keyrd a

2% agarosageli.

Tafla 7 Primerar sem notadir voru i T7 endonucleasa assay 1

gRNA: Primer: Primerardd:

Ezh2ex14gRNA1ls EZH2mutChk-FW 5 - GTC AAG TAAACAAGGGAGTGCT-3
EZH2mutChk-Rev 5 -TGA CTG GAA GGT GTGAGT CC -3’

Ezh2ex15gRNA2s hEZH2-Ex15-T7-F 5 -AGGTGGTTIGTGAGGG TTGAG -3
hEZH2-Ex15-17-R 5 -GGG TGC ATT ACC CAGAGAAA-3

Prdmlex4gRNA3s hPrdm1-Ex4-T7-F 5 -GTG GTG GTT TAAATC GGTTTG -3
hPrdm1-Ex4-T7-R 5 — GCT CTC CGG GAT AAG GGT AG -3’

Prdmlex6gRNA4s BIimp1mutChk—FW 5 -AACGCTCACTACCCCAAGTT -3
Blimp1mutChk-Rev 5-CTTGCCGTTCTGCTTCTTCA-3

Tafla 8 Master mix sem notad var fyrir PCR afurd i T7 endonucleasa assay 1

Efni: (W1)
ddH20 31,5
5X HF buffer 10
dNTP 1
Fw primer (10 uM) 2,5
Re primer (10 uM) 2,5
Phusion polymerasi 0,3
Samtals: 50
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Tafla 9 Re-annealing hvarf:

Skref: Hitastig Timi

1 95-85°C -2°C & sekundu
2 85-25°C -0,1°C & sekundu
3 4°C bié

3.8.2 Yfirtjaning EZH2 og BLIMP1 i U266 frumum asamt medhondlun med
glucocorticoid sterum

U266 frumur voru rafgatadar med fjorum mismunandi blondum af plasmidum (sja téflu 10) og litadar
med Carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE) (Thermo Scientific, USA) tveimur dogum sidar.
Einnig voru frumur medhéndladar med 1000 uM styrk af prednisolone (Selleck chemicals #S1737,
USA) begar buid var ad lita peer med CFSE. CFSE litun er adferd til ad rekja frumuskiptingar, p.e.
meela frumufjélgun. CFSE fer yfir plasmahimnuna og binst stééugt inni i frumunni. Eftir pvi sem fruman
skiptir sér oftar, veikist liturinn. Tveimur dégum eftir ad frumur hoéfdu verid litadar med CFSE og

medhdndladar med prednisolone var gerd greining a frumufjdlgun i FACSCalibur teeki.

Frumur voru rafgatadar og yfirtjadar med EZH2, BLIMP1 og EZH2 og BLIMP1 saman. bau plasmi®
sem notud voru til yfirtjaningar a U266 frumur eru i t6flu 10. Heildarmagn af DNA notad i hverja leidslu

var 10,5 ug innleitt i 2 milljonir fruma.

Frumur voru fyrst rafgatadar med GenePulser Xcell™ (Bio-Rad Laboratories) & svipadan hatt og
fyrr var lyst i kafla 3.2 par sem frumur voru rafgatadar med Lonza (AmaxaTM SF Cell Line 4D-
NucleofectorTM X Kit L), fyrir utan ad frumurnar voru hafdar i 100 pl aeti med GenePulser taekinu en
begar rafgétun er gerd med Lonza er frumurnar i 100 pl lausn sem fylgir vinnusettinu. Hins vegar liféu

frumurnar ekki négu vel af og pvi var akvedid ad rafgata med Lonza.

Tafla 10 Plasmid notud til yfirtjaningar i U266 frumum

Plasmio: Tjaning:

pCAG FLAG Tomt plasmid, kontrdl fyrir BLIMP1
pcDNA Blimp FLAG BLIMP1-FLAG

pPB hCMV HA Tomt plasmid, kontrdl fyrir EZH2
pPB hCMV EZH2 EZH2 (mynd 10)

pPB-CAG-tTA Reesir styril EZH2 plasmids

200 pusund frumur notadar fyrir hverja CFSE litun. bPaer voru spunnar nidur vid 1500 snuninga a
mindtu i fimm minutur, pvegnar i volgu PBS og aftur spunnar nidur. 0,4 ul af 5 uM CFSE var pynnt
upp i 40 pl af PBS svo lokastyrkurinn var 0,5 uM. CFSE var blandad vid frumu pellettuna og
frumulausninni komié i 37°C vatnsbad i nakvaeemlega 7 minuatur. Einn ml af FBS sermi var sett i hvert

glas til ad stoédva hvarfid og 5 ml af 15 % FBS aeti. Frumurnar voru naest spunnar nidur vid 1500
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snuninga @ minutu i fimm minatur, pvegnar tvisvar i 5 ml 15 % FBS eeti og pa var pellettan bléndud vid
1 ml aeti svo paer verdi 200 pusund a ml. 1000 uM af prednisolone var beett a paer undir lokinn.
Frumur voru feerdar aftur i 37°C hitaskap med 5 % CO2 og frumuskipting skodud tveimur dégum

sidar.

Adur en frumuskipting var greind i FACSCalibur, var vidmidunarsyni litad med CFSE & sama mata
og adur var lyst. Vidmidunarsynid er notad til ad sja frumurnar pegar peer hafa ekki farid i
frumuskiptingu. Frumurnar voru pvegnar einu sinni med PBS og blandadar i 400 ul af PBS fyrir
greiningu i FACSCalibur. FACSCalibyr fra Becton Dickinson er stadsett i K-byggingu a

Landspitalanum og var notad til greiningar a frumuskiptingu.

Greining a FACSCalibur gognum var fengin med notkun Flowjo télvuforrits, v.10.1. CFSE

flarljdmun var greind med punktariti (e. dot plot) og suluriti (e. histogram)

3.9 Moétefnalitun

U266 frumur par sem BLIMP-FLAG og EZH2 voru yfirtjad voru métefnalitadar med FLAG og HA
moétefnum. Teiknadir voru hringir & smasjargler med PAP penna (Sigma-Aldrich) og 15 ul af 100.000
frumum settar i hvern hring. Frumurnar voru festar (e. fixation) med 4 % formalini i 20 minutur.
bPvegnar tvisvar med PBS, fimm minutur fyrir hvert pvottaskref. 0,1 % triton i PBS var komid a
frumurnar og 1atié liggja & peim i 8 minutur. Sidan voru paer pvegnar prisvar med PBS, fimm minatur
hvert pvottaskref. Blocking buffer (5% goat serum, 0,05% triton, 0,25% BSA i PBS) var haféur a

frumunum i klukkustund.

A synin var komid 1° FLAG kaninu métefni (Cell Signaling Technology #D6W5B) og HA musa
métefni (Abcam Scientific #16B12) i peirri pynningu sem framleidendur maela med. Mdétefnin voru &

synum yfir nétt 8 dimmum og kéldum stad.

bPegar 1° moétefnid var buid ad vera a synum yfir nétt var synid skolad prisvar med PBT (0,25%
BSA, 0,05% triton) adur en 2° graent anti-kaninumaétefni (Thermo Scientific #488) og 2° rautt anti-
musamotefni (Thermo Scientific #546) var komid a og inkuberad i klukkustund. 2° moétefni var einnig
sett & vidmidunarsyni sem ekki hafdi 1° métefni sem notad var til vidmidunar. 2° moétefni var pynnt
samkveemt leidbeiningum fra framleidanda (Thermo Scientific, USA). Syni voru pvegin tvisvar i PBT
og einu sinni i PBS, fimm mindtur hvert pvottaskref. Syni voru neest litud med DAPI sem litar DNA og
bvi kjarna. DAPI var notad i 1:5000 pynningu og latin liggja @ synum i fimm minutur. Syni voru pvegin
med PBS og latin porna i sma stund adur en dropi af fluoroshield (Sigma-Aldrich #F6182) var settur a

synin og pekjugler yfir pad.

3.10 Tjaning NR3C1 i U266 frumum par sem EZH2 og BLIMP1 er yfirtjao
Skodud var tjaning a NR3C1 geni i U266 frumum par sem BLIMP1 og EZH2 voru yfirtjad. NR3C1
skrair fyrir glucocorticoid vidtaka. Til ad skoda tjaningu NR3C1 var RNA var einangrad ur frumunum,
utbuid cDNA ur RNA og magngreining gerd i Real Time qPCR (gPCR).
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3.10.1 Einangrun RNA uar U266 frumum

Hluti peirra fruma sem voru rafgatadar og yfirtjadar med EZH2 og BLIMP1 voru notadar til ad einangra
ur peim RNA, svo mogulegt veeri ad skoda ahrif pess a tjaningu glucocorticoid vidétakans. Frumur voru
spunnar nidur vid 1500 snuninga @ mindtu i fimm mindtur og aeti tekid af peim ad mestu, um 100 pl
voru eftir og pellettan var bléndud vel i etinu adur en 1 mL af TRI-Reagent (Ambion, Thermo
Scientific, USA) var settur ut i. Lausnin var latin standa i fimm minatur vid stofuhita. 200 pl af kléroform
var komid i hvert syni og hrist a vortex i 15 sekundur, 1atid standa i 10 minutur vid stofuhita, hrist aftur
og latid standa i um pad bil 5 minatur vid stofuhita adur en lausnin var spunnin nidur i skilvindu vid
hamarkshrada i 15 minutur vid 4°C. Vid spuna myndudust fasaskil, lifreeni fasinn sem er nedsti fasinn
samanstendur af himnum, DNA og protein. Protin er i midjufasa og efsti fasinn, sem er vatnsfasi
inniheldur RNA sem var feert yfir i nytt glas. Farid er mjog varlega i ad na RNA, til ad koma i veg fyrir
mengun DNA og/eda prétina. 500 ul af iséprépandli er beett Ut i vatnsfasann og blandad rélega.
Lausnin var spunnin nidur vi®6 hamarkshrada i 10 minatur vid 4°C fyrir myndun RNA pellettu i botni
glassins. Vokvinn var fjarlaegdur varlega af pellettunni og hin pvegin einu sinni i 70 % EtOH. Vdkvinn
er fiarlaegdur af RNA pellettunni og glésin latin standa i sma stund medan EtOH gufar upp. | lokinn er
RNA leyst upp i 20 yl af nukleasafriu vatni og styrkur syna maeldur i Nanodrop (Eurofins Genomics
GmbH, Ebersberg, byskalandi).

3.10.2 Umritun RNA yfir i cDNA
cDNA er 6fugt umritadur DNA pattur ar RNA. Ofugur umritari nytir sér mRNA sem sem snidmot (e.
template) og myndar einpatta cDNA. Random hexamere (Thermo Scientific, USA) eru &sértekir

primerar sem bindast vi® RNA og leida til 6fugrar umritunar a 6llu RNA sem er til stadar.

Notad var 1 ug af RNA fyrir hvert syni, sem einangrad var ur U266 frumum eins og fyrr var lyst.
RNA var blandad vid 3 yl af Random Hexamere, 1 yl af NTP og nukleasafritt svo lokarammal verdi
18,5 pl. Synin voru sett i 70°C i PCR taekid i fimm minGtur og strax eftir pad i isvatn i adrar fimm
mindGtur. | hvert syni var svo blandad 6 pl af 5X RT buffer, 3 ul MgCl,, 1,5 ul RNase- IN og blandad.
10 ul er faerdir ar hverju syni i annad synaglas par sem enginn Reverse transcriptase verdur settur Gt i.
0,5 pl af Reverse Transcriptase var settur i hin synin og blandad vel. Synin eru sett i PCR vélina; 25°C
i fimm minutur, 42°C i tveer klukkustundir, 70°C i 15 minatur og 4°C bid (sja toflu 11).

Tafla 11 PCR hvarf fyrir 6fugan umritara

Skref Hitastig Timi Virkni:

1 25 5 min. Vidlodun primera

2 42°C 2 kist. Myndun cDNA

3 70°C 15 min. cDNA myndun st6dvud
4 4°C Bid
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3.10.3 Quantitative real-time polymerase chain reaction (QPCR)

Magngreining var gerd med Quantitative Real Time PCR (qPCR) a tjaningu NR3C1 geni og ACTB gen
sem skrair fyrir BActin, var notad sem samanburdargen vid mat & tjaningu NR3C17. Allar gqPCR
afurdirnar voru framkveemdar i 20 pl hvarfi i 7500 Real Time PCR system (Applied Biosystem). Notad
var SYPR® Green Jumpstart™ Taq ReadyMix #S4438 (Sigma-Aldrich). | tflu 12 ma sja bléndu sem
notud var fyrir hvert syni og & téflu 13 ma sja qPCR hvarfid. | hverja holu voru 15 ul af mastermixi
blandadir vid 5 ul af syni. 3,45 ng af cDNA (midad vid upphafsmagn af RNA) var notad i hvert hvarf.
Skilvirkni NR3C1 primera var reiknud med eftirfarandi joéfnu: E = 10[-1/hatlil

Tafla 12 Blanda fyrir gPCR

Blanda (M)
2X SyBR mix 10
Forward primer (10 uM) 0,2
Reverse primer (10 uM) 0,2
H20 4,6
Samtals 15

Tafla 13 gPCR mognunar hvarf

Skref Hitastig Timi Virkni:
1 95 °C 10 min Virkjun pélymerasa
2 (40 hringir) 95 °C 15 sek
60 °C 1 min
3 95°C 15 sek Braedslu kurfa
60°C 1 min
95°C 30 sek
60°C 15 min

33




4 Nidurstoour

4.1 Utslattur a genavirkni EZH2 og BLIMP1 ur U266
mergaxlafrumulinunni

Fyrsta markmid verkefnisins var ad sla ut genavirkni EZH2 og BLIMP1 i U266 frumum med
CRISPR/Cas9. Notud voru tvd mismunandi gRNA fyrir hvorn utslatt um sig sem voru leidd inn i
frumurnar i genaferju asamt genaferju sem tjair Cas9. Radir guide RNA ma sja i t6flu 1 og primera i
toflu 7 sem notadir voru til ad magna upp utr6d erfdamengis-DNA par sem markmidid var ad klippa
med Cas9. Gelmyndin hér fyrir nedan (mynd 11) synir T7 endonucleaseagreiningu sem segir til um
hvort Cas9 hafi nad ad klippa sértaekt med pvi gRNA sem notad var i utsleettinum, par sem svadin
sem voru midud ut af Cas9 voru moégnud upp med PCR og afurdirnar “braeddar” og lattnar bindast
aftur saman med haegri kaelingu. Eftir pad var melt med T7E1 ensimi sem klippir par sem mispérun
hefur ordid i DNA. Melta med T7E1 gefur til kynna ad mispérun hefur ordid sem bendir til pess ad
Cas9 hafi klippt erfdamengis-DNA, pad sem var snidmo6t PCR hvarfsins.

Allar peer frumur sem utslattur var geréur a EZH2 genavirkni drapust og var akvedid ad greina syni
ur daudum frumum. Paer frumur sem utslattur var reyndur & BLIMP1 genavirkni uxu upp i langan tima
og bvi eru pau syni ar frumum sem lifdu af. A mynd 11 er jakvaett syni (pos) notad til vidmidunar til ad
sja hvort ensimid eda hvarfid hafi virkad, vitad var ad T7E1 myndi klippa pa afurd, sem fékkst i
6tengdri tilraun & rannséknarstofunni. | brunnum 1-4 voru syni par sem gRNA1 var notad til tslattar i
utréd 14 i EZH?2 geni. Primerar sem notadir voru til ad fa PCR afurd i brunnum 1-2 mégnudu upp utréo
15 sem er 458 basapor ad lengd og pvi er ekki buist vid ad sja klippingu af hendi Cas9 og virkar pa
sem neikvaett vidmid hér, en primerar sem notadir voru til ad fa PCR afurd i brunnum 3-4 mdgnudu
upp Utréd 14 sem er 555 basapor ad lengd og Cas9 hefur nad ad klippa, pad koma tvo veik bond fyrir
nedan 555 bp; u.p.b. 328 bp og 227 bp sem er i samraemi vid pa steerd sem buist er vid. | brunnum 5-
8 voru syni par sem gRNA2 var notad til utslattar i utréd 15 i EZH2 geni. Primerar sem notadir voru til
ad fa PCR afurd i brunnum 5-6 mégnudu upp utréd 15 par sem Cas9 hefur nad ad klippa, hins vegar
sést adeins eitt band sem er mjog veikt vid u.p.b. 320 bp sem er ad réttri steerd og buast ma vid,
midad vid stadsetningu par sem gRNA binst i utr6dinni. Bandid er pad dauft ad métsvarandi 138 bp
band sést sennilega ekki. Sja mynd 12, sem er neermynd af mynd 11, mynd hefur verid unnin og
skerpt til ad bandid sjaist betur. Primerar sem notadir voru til ad fa PCR afurd i brunnum 7-8 mégnudu
upp utréd 14 i EZH2 og virkudu pvi sem neikvaett viomid pvi gRNA midadi ut utréd 15.
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Brunnur | Gen midad attil | gRNA Stadsetning | Utrod T7E1

erfdabreytingar gRNA mognud
(atrod) upp

Pos +

1 EZH2 gRNA1 14 15 -

2 EZH2 gRNA1 14 15

3 EZH2 gRNA1 14 14 -

4 EZH2 gRNA1 14 14

5 EZH2 gRNA2 15 15 -

6 EZH2 gRNA2 15 15

7 EZH2 gRNA2 15 14 -

8 EZH2 gRNA2 15 14

9 BLIMP1 gRNA3 4 4 -

10 BLIMP1 gRNA3 4 4

11 BLIMP1 gRNA3 4 6 -

12 BLIMP1 gRNA3 4 6

13 BLIMP1 gRNA4 6 6 -

14 BLIMP1 gRNA4 6 6

15 BLIMP1 gRNA4 6 4 -

16 BLIMP1 gRNA4 6 4

Mynd 11 T7 Endonuclease 1 melta

T7 Endonuclease 1 melta a erfdamengis-DNA sem magnad var upp med PCR. bar sem Cas9 hefur
nad ad klippa sérteekt koma fram prju bénd; eitt obreytt (e. unmodified) og tveer klipptar afurdir ad
akvedinni staerd, eftir bvi hversu stér Gtrédin er og hvar i Gtrédinni Cas9 klippir. [ fyrsta brunni (pos) er
jékveett kontrél par sem Cas9 hefur klippt sérteekt i markrédina. [ brunni 3 var notad gRNA:
GAACTGTCACAAGGCTGCCG. Cas9 hefur nad ad klippa sérteekt i utréd 14 i Ezh2 geni svo pad
koma fram prju bénd; 555 bp sem er heildarsteerd dtradar og 328 og 227 bp bénd sem eru klipptar
afurdir. + taknar ad T7 Endonucleasi 1 hafi verid settur i hvarfid

| brunnum 9-12 voru syni par sem gRNA3 var notad til Utslattar i utrdd 4 i BLIMP1 geni. Primerar
sem notadir voru til ad fa PCR afurd i brunnum 9-10 mégnudu upp utréd 4 sem er 545 basapér en
Cas9 hefur ekki nad ad klippa par eins og buast matti vid, adeins er eitt 545 bp band er sjaanlegt.
Primerar sem notadir voru til ad fa PCR afurd i brunnum 11-12 mdgnudu upp utréd 6 i BLIMP1 sem er
498 basapor ad sterd sem er pad sem buast ma vid par sem petta er neikveett vidmid og ekki buist
vid klippingu af hendi Cas9. | brunnum 13-16 eru syni par sem gRNA4 var notad til Utslattar i utréd 6 i

BLIMP1 geni. Primerar sem notadir voru til ad fa PCR afurd i brunnum 13-14 mégnudu upp Utréd 6 en
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Cas9 hefur ekki klippt par, par er adeins eitt band vié 498 bp sem er lengd utradar. Primerar sem
notadir voru til ad fa PCR afurd i brunnum 15-16 mégnudu upp utréd 4 sem er neikvaett vidmid og ekki
buist vid ad Cas9 klippi.

Mynd 12 Neermynd af mynd 11, af brunni 5 par sem Cas9 hefur naé aéd klippa

Klippta afurdin vié 325 bp er merkt inn & myndina.

4.2 Klénun med Gibson Assembly

4.2.1 Skimun fyrir réttum klénum

Jafnframt pvi ad sla ut genavirkni EZH2 og BLIMP1 var akvedid ad yfirtja genin i U266 frumum til ad
rannsaka virkni peirra. Til pess ad na pvi markmidi purfti ad klona EZH2 genid inn i nothaefa genaferju
med Gibson klénun, en su adferd er flidtleg og mikid notud a rannséknarstofum i heiminum vegna
skilvirkni hennar. EZH2 var magnad upp med PCR ur pCMVHA hEZH2 plasmidi (Addgene #24230)
(sja mynd 8 af EZH2 plasmidi) og skotid inn i Piggybac hCMV nothaefa genaferju (sja mynd 9 af pPB
plasmiéi). A mynd 13 ma sja hvar BamHI skerdiensim klippir pPB og hvort EZH2 innskot er til stadar
eda ekki eftir Gibson Assembly kiénun. | brunnum 1-4, 6-7 og 9 eru 1200 bp bénd og 3896 bp bond.
bar hefur BamHI nad ad klippa pPB plasmid sem er an innskots. | brunni 5 hefur BamHI ekki nad ad
klippa og er pvi 6klippt pPB plasmi®. | brunnum 8 og 10 er EZH2 innskot til stadar i pPB plasmidi,
BamHI hefur nad ad klippa og myndar 3414 bp bénd og 3896 bp bénd, @ mynd 10 ma sja lokaafurd
pbar sem EZH2 innskot er komid i pPB genaferju, par sést einnig hvar BamH]I klippir.
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Mynd 13 Skimun fyrir réttum klénum eftir Gibson Assembly

A myndinni eru klénar merktir inn eftir ré8, fré 1 — 10. Innskot er til stadar i kibnum 8 og 10.

4.2.2 Radgreiningarnidurstodur

Nidurstodur radgreiningar eru gédar og opni lesramminn er réttur. Hins vegar voru gerd pau mistok i
hénnun primera ad peir byrjudu fyrir aftan HA tag. bar af leidandi er ekkert HA tag til stadar i
plasmidinu og pvi ekki haegt ad stadfesta yfirtjaningu EZH2 med motefnalitun.

4.3 Yfirtjaning EZH2 og BLIMP1 i U266 frumum

Eftir kibnun & EZH2 var markmid rannséknarinnar ad sja hvort yfirtjaning pess og BLIMP1 hefdi ahrif a
frumuskiptingu i U266 frumum. Til pess ad meta pad var gerd CFSE litun sem binst st6dugt innan
frumunnar og eftir pvi sem fruman skiptir sér oftar pynnist Gt liturinn og pad verdur minnkud ljémun i

frumuflaedisjanni sem gefur til kynna ad fruman hafi skipt sér.

Einnig var ahugi fyrir pvi ad vita hvort ad glucocorticoid sterinn prednisolone hefdi a ahrif a
frumuskiptingu og pa hvort ad BLIMP1 og EZH2 hefdi ahrif a svérun frumanna vié prednisolone.

Samanburdur var gerdur a milli syna par sem BLIMP1, EZH2 eda baedi BLIMP1 og EZH2 voru
yfirtjad i U266 frumum. Plasmi® sem notud voru til yfirtjaningar eru i toflu 10. Ahrif yfirtjaningar pessara
gena a frumuskiptingu ma sja @ mynd 14, sem synir CFSE [jémun innan fruma tveimur dégum eftir
litun og fjérum dogum eftir leidslu plasmida. Vidmidunarsyni (blatt) er til samanburdar a 6llum
myndunum, en pad er litad rétt fyrir skodun i frumuflaedisja og pvi hefur engin frumuskipting att sér
stad i peim synum. Fyrir ofan myndina mé sja hvada gen voru yfirtjad i U266 frumum. A myndunum er
merkt inn hvort frumur voru meédhondladar med 1000 uM prednisolone.

Par sem yfirtjaning var a tdmum plasmidum var frumuskipting mest samanborid vid hin synin par
sem Yyfirtjaning var med EZH2, BLIMP1 eda baedi EZH2 og BLIMP1. Frumuskipting virdist p6 vera

minnst pegar EZH2 og BLIMP1 er yfirtjad saman. Samkveemt pessum nidurst6dum hefur yfirtjaning
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EZH2 og BLIMP1 hamlandi ahrif 8 ad U266 frumur skipti sér. Frumuskipting minnkadi téluvert eftir ad
frumur voru medhodndladar med 1000 uM af prednisolone. bPegar skodadur er munur & efri og nedri
panil @ mynd 14; par sem frumur voru ekki medhdndladar med prednisolone (efri panill) og par sem
frumur voru medhdndladar med prednisolone (nedri panill) sjast greinileg hamlandi ahrif prednisolone
a frumuskiptingu.

Yfirtjaning genanna hafa par af leidandi hamlandi ahrif a frumuskiptingu og pegar frumurnar eru
medhondladar med 1000 uM af prednisolone hemur pad frumuskiptingu enn meira.

Plasmid innleidd: HA & FLAG HA & BLIMP-1 FLAG FLAG & EZH2 BLIMP-1 & EZH2
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Mynd 14 Ahrif yfirtjaningar BLIMP1 og EZH2, 4&samt medhéndlun med prednisolone

Syni sem litad var med CFSE samdaegus er til vidmidunar i 6llum synum, pa hafa frumur ekki nad ad
skipta sér. Vidmidunarsyni eru litud bla & myndinni. Syni med frumum par sem gen voru yfirtjad med
mismunandi plasmidum, fjérum dégum fyrir greiningu og litadar med CFSE tveimur dégum fyrir
greiningu eru litud raud & myndinni. CFSE litunin var gerd prisvar og niéurstédur syna pad sama. |
téflu 10 ma sja plasmid sem notud voru til yfirtjaningar. HA stendur fyrir plasmid par sem einungis er
tjad HA i stad EZH2. FLAG stendur fyrir plasmid, par sem einungis er tjad FLAG i stad BLIMP1-FLAG.
BLIMP1-FLAG stendur fyrir yfirtidningu BLIMP1-FLAG og EZH2 stendur fyrir yfirtidningu EZH2. A
nedri panil eru syni sem innihalda frumur sem voru medhéndladar med 1000 uM af prednisolone.
SCC:side scatter
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4.3.1 Moétefnalitun

Til ad geta séd hversu stort hlutfall prétinanna yfirtjair BLIMP1 annars vegar og EZH2 hins vegar i
frumunum var akvedid ad lita fyrir peim med motefnalitun. Ekki var mdgulegt ad nota EZH2 og
BLIMP1 métefni pvi baedi proéteinin eru til stadar i frumunni nd pegar. Pess vegna var notad BLIMP1-
FLAG plasmid til yfirtjaningar, sem var til & rannsoknarstofu Ernu Magnusdéttur svo moégulegt veeri ad
lita fyrir FLAG. Atlunin var svo ad nota Gibson klénada EZH2 plasmidid sem atti ad bera HA tag og
pvi lita med HA moétefni, en sidar attudum vid okkur a pvi ad HA taggid var ekki til stadar. Métefnalitun

ma sja a mynd 15 hér fyrir nedan.

Mynd 15 Yfirtjaning a BLIMP FLAG og EZH2

Yfirtjaning BLIMP1-FLAG og EZH2 i U266 frumum. Syni voru litud6 med FLAG og HA moétefni asamt
DAPI kjarnalitun. Efri panill (A-D) er kontrdl an 1° métefna. 2°motefni: Alexa Fluor 488 anti-rabbit,
graenn D:DAPI & FLAG. Nedri panill (E-H) er med 1° motefni. E:DAPI, F:FLAG, G:HA, H:DAPI&FLAG

4.4 Anrif yfirtjaningar EZH2 og BLIMP1 a tjaningu NR3C1
Hér langadi okkur ad sja hvort yfirtjaningin hefdi ahrif a tjaningu NR3C1 af pvi ad vid vitum ad BLIMP1
binst vid styril pess (33).

Til ad skoda magngreiningu a tjaningu NR3C1 geni er ACBT gen notad til samanburdar sem skrair
fyrir B-Actin. Tjaning NR3C1 er svo lyst hlutfallslega midad vid tjaningu ACBT. ACBT er mjog vardveitt
gen par sem pad er naudpurftargen (e. housekeeping gene) og til stadar i nokkud j6fnu magni innan
fruma, p.e. ekki mjog breytilegt og pvi gott ad nota til samanburdar pegar verid er ad skoda tjaningu
annara gena. A mynd 16 ma sja hlutfallslegt magn & tjaningu NR3C1 gens midad vid ACBT. Einnig

kemur fram hvada gen voru ¥firtjad i hverju syni.

i 8llum synum er edlileg tjaning NR3C1 midad vid ACBT. Yfirtjaning med BLIMP1, EZH2 eda baedi
BLIMP1 og EZH2 beelir ekki tjaningu N3RC1 sem skrair fyrir glucocorticoid vidtakanum samkvaemt
pessari rannsékn (sja mynd 16).
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A

Syni  Plasmid (nafn) Tjaning

1 pCAG FLAG Tomt BLIMP plasmio
pPB hCMV HA Témt EZH2 plasmid
pPB CAG tTA Raesir styril EZH2

2 pcDNA BLIMP FLAG BLUIMP1 & FLAG

pPB hCMV HA Témt EZH2 plasmid
pPB CAG tTA Raesir styril EZH2

3 pPB hCMV EZH2 EZH2
pCAG FLAG Témt BLIMP plasmid
pPB CAG (TA Raesir styril EZH2

4 pPB hCMV EZH2 EZH2
pcDNA BLIMP FLAG BLIMP1 & FLAG
pPB CAG (TA Raesir styril EZH2

NR3C1

Hlutfallslegt magn NR3C1 miéad
vid BActin
© © © o
N B3 [+2] ] [

Syni1 Syni2 Syni3 Synia

Mynd 16 Hlutfallslegt magn NR3C1 midad vid BActin
Mynd 16 A ma sja pau plasmié sem notud voru til ad yfirtig genin. A mynd 16 B mé sja hlutfallslegt

magn NR3C1 midad vid ACBT a saluriti. bessi tilraun var gerd einu sinni.
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5 Umradur
5.1 Utslattur a EZH2 og BLIMP1 genavirkni med CRISPR/Cas9

5.1.1 Utslattur & genavirkni EZH2 i U266 frumum med CRISPR/Cas9

Slegin var ut genavirkni EZH2 i U266 frumum med CRISPR/Cas9. Til ad skoda skilvirkni innleidslu var
pAcGFP innleitt sem syndi um pad bil 80 % innleidingu. Frumurnar lifdu ekki af, en ekki er vist hvort
pad sé vegna pess ad genavirkni EZH2 var slegin ut eda ad 68rum asteedum.

Med meltu T7 Endonuclease 1 &8 mdgnudu erfdamengis-DNA sem fékkst ur EZH2 utslattar frumum
vard editering pegar gRNA1 var notad i uUtsleetti med Cas9. Cas9 hefur par nad ad klippa i utréd 14 i
EZH?2 geni svo pad koma fram tvd veik bénd vid 328 bp og 227 bp. Utréd 14 er i heild sinni 555 bp ad
lengd og pad kemur greinilegt 555 bp band i ljés a geli par sem T7 Endonuclease 1 var settur i hvarfi®

asamt 328 bp og 227 bp fyrir nedan. T7 Endonuclease 1 meltu ma sja a mynd 11.

Einnig vard editering par sem gRNAZ2 var notad i utsleetti med Cas9. Cas9 hefur par nad ad klippa i
Utréd 15 i EZH2 geni. Utréd 15 er i heild sinni 458 bp ad lengd og gRNA er stadsett fra 138 bp ad 161
bp, svo pad settu ad koma tvd bénd fram; 138 bp og staerra band vid 320 bp. A mynd 12 ma sja T7
Endonuclease | meltu par sem buid er ad skerpa myndina svo bandié vid 320 bp sjaist, upprunalega
myndin er fyrir ofan (mynd 11). Hins vegar pa kemur ekki i lj6s 138 bp band, en pad eetti ad vera mun
veikara. bPegar borinn er saman brunnur 5 par sem T7 Endonuclease 1 ensim var sett i hvarfid og
brunn 6 sem er Oklippt (ekki sett T7 Endonuclease 1 i hvarfid) kemur adeins fram band vid 320 bp par
sem T7 Endonuclease 1 ensim var til stadar. Pvi ma gefa sér ad minna bandid, vidé 138 bp sé einnig til
stadar en i of litlu magni til ad sjaist, en editeringin er liklega mjog lag hlutfallslega, eda um 5 %
frumanna sem hefur nad ad editerast. bar sem frumurnar voru daudar pegar erfdamengja-DNA var
einangrad ur peim er tilraunin ekki ekki eins og hun aetti ad vera og ekki vist hversu mikid vard
editerad en pad er ljést ad minnsta kosti var eitthvad editerad med badum gRNA sem notud voru i

utsleettinum.

Liklegt er ad frumurnar hafi ekki lifad af vegna pess ad EZH2 genavirkni var slegid ut. Obirtar
nylegar nidurstédur a rannséknarstofu Ernu Magnusdéttur par sem tjaning var hdmlud med microRNA
nidursleetti (e. knock down) a EZH2 i RPCI-WMI frumulinu urdu til pess ad frumurnar déu. Hins vegar

eru petta mismunandi frumulinur og getur pvi verid breytileiki par & milli.

5.1.2 Utslattur & genavirkni BLIMP1 i U266 frumum med CRISPR/Cas9

Utslattur var einnig reyndur & genavirkni BLIMP1 i U266 frumum & sama hatt. Um pad bil manudi eftir
leidslu Cas9:gRNA var mikill hluti frumanna daudar en frumur héféu pd vaxid upp og fjdlgadi peim
naestu vikurnar. Med meltu T7 Endonuclease 1 & PCR mognudu erfdamengja-DNA sem fékkst ar
BLIMP1 dtslattar U266 frumum virtist engin editering hafa ordid (sja mynd 12). Hins vegar var
erfdamengja-DNA ekki einangrad fyrr en um pad bil tveimur manudum eftir leidslu Cas9:gRNA og par
sem klonar voru farnir ad vaxa upp manudi fyrir, er liklegt ad peir kiénar hafi ekki verid editeradir og

beir sem voru editeradir hofdu daid. bad er pvi ekki vitad hvort editering hafi ordid eda ekki.

Eins og nefnt var hér adur tjair 100% mergaexla BLIMP1, svo vitad er ad BLIMP1 spilar mikilveegt

hlutverk i mergeexlum. Hung et al. gafu ut grein a pessu ari par sem skyrt var fra pvi ad Aiolos styrir
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bindingu BLIMP1 vid markgen sin i mergaexlafrumum og bazla gen sem styra stjalfstyréum
frumudauda (e. Apoptosis), og par af leidandi vidhalda lifun mergeexlafruma i reekt (9). Obirtar
nidurstédur A& rannsoéknarstofu Ernu Magnusdoéttur par sem BLIMP1 tjaning var homlud med
microRNA utsleetti (e. knock down) i RPCI-WMI frumulinu leiddi til frumudauda. Hins vegar hefur
RPCI-WMI frumulinan adeins eina BLIMP1 genasamsaetu @ medan U266 frumulinan hefur tveer, svo
pad aetti i raun ad vera haegt ad sla ut i annari genasamsaetu BLIMP1 i U266 frumulinunni an pess ad

frumurnar deeju.

5.2 Klénun EZH2 inn i pPB genaferju

Jafnframt ad sla ut genavirkni EZH2 og BLIMP1 voru genin yfirtjad i U266 frumum. Til pess ad geta
yfirtjad EZH2 purfti fyrst ad klona EZH2 inn i pPB genaferju med Gibson Assembly, sem er skilvirk og
fliotleg kldnunaradferd. EZH2 var magnad upp med PCR ar pCMVHA EZH2 plasmidi (Addgene
#24230) og klénad inn i pPB hCMV genaferju. Myndir 8 og 9 syna kort plasmidanna sem notud voru i
klénun. Klénunin tokst vel og opni lesramminn er réttur. Hins vegar urdu mistok i hdnnun primera svo
lokaafurdin inniheldur ekki HA tag og pvi er ekki heegt ad nota HA taggid til ad stadfesta ad plasmidid
hafi leidst inn pegar genin eru yfirtjad. Lokaafurdina; pPB hCMV EZH2 ma sja @ mynd 10, en hun er
7310 basapdr ad lengd.

5.3 Yfirtjaning EZH2 og BLIMP1 i U266 frumum

Markmidid var ad skoda ahrif yfirtjaningar BLIMP1, EZH2 og BLIMP1 og EZH2 saman a naemi
glucocorticoid stera i U266 mergaexlafrumulinu. Frumur voru pvi litadar med CFSE sem rekur
frumuskiptingar svo haegt var ad sja ahrif yfirtjaningu genanna a frumuskiptingu. Baedi yfirtjaning a
BLIMP1 og EZH2 h&éfdu hamlandi ahrif & ad frumur skiptu sér. begar yfirtjaning er a BLIMP1 og EZH2
a sama tima eru hamlandi ahrifin ivid meiri (sja mynd 14).

Hung et al. greindu hins vegar a pessu ari fra mikilveegi BLIMP1 i mergaexlafrumum, ad Aiolos
styrir bindingu BLIMP1 vid markgen sin i margaexlafrumum og saman baela pau gen sem styra
sjalfstyrbum frumudauda (9). bar sem yfirtjaning BLIMP1 haféi hins vegar hamlandi ahrif a
frumuskiptingu samkvaemt pessari rannsékn veeri ahugavert ad yfirtja Aiolos med BLIMP1.

Einnig hefdi madur buist vid aukinni frumuskiptingu med aukinni genavirkni EZH2, par sem talid er
ad pad valdi aexlismyndun (23). Nidurstddur pessar koma pvi & 6vart og vert er ad rannsaka pad
betur. Nylegar oébirtar forstigsnidurstédur a rannsoéknarstofu Ernu Magnusdéttur, par sem tjaning var
hémlud med mircroRNA utsleetti (e. knock down) i EZH2 og BLIMP1 i RPCI-WMI frumulinu drapust
allar frumurnar. Samkvaemt pessu virdast frumurnar skipta sér minna med yfirtjaningu EZH2 og

BLIMP1 og drepast med hémlun a tjaningu peirra.

Skodud voru ahrif glucocorticoid sterans prednisolone a frumuskiptingu U266 mergaexlafruma og
hvort yfirtjaning EZH2 og BLIMP1 hafi ahrif & svOrun vid prednisolone. Glucocorticoid sterar eru
notadir samhlida 6drum lyfjum gegn mergeexlum a darangursrikan hatt. Litill munur var &
frumuskiptingu @ milli synanna, hvort sem pad var yfirtjaning BLIMP1 eda EZH2 en pegar baedi
BLIMP1 og EZH2 eru yfirtjad saman virdast hamlandi ahrifin vera meiri. Mjog har styrkur var notadur

af prednisolone (1000uM) sem hamladi i 6llum tilfellum frumuskiptingu (sja mynd 14). bad veeri
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frodlegt ad sja hvort munur veeri @ milli syna pegar minni styrkur er notadur af prednisolone, par sem
aukin EZH2 genavirkni virdist gera NHL mein 6naemari gegn hefébundinni lyffamedferd NHL (32).
Knutson et al. syndu fram & ad glucocorticoid markgen i peim frumum par sem aukin EZH2 genavirkni
er til stadar verda pau mein naemari med samsetningu EZH2 hindra og glucocorticoid stera (32). bvi
meetti buast vid pvi ad ef gerd er kurfa med mismunandi styrk af prednisolone ad U266 frumur
yfirtjadar med EZH2 vaeru 6naemari gegn prednisolone en adrar frumur, t.d. paer sem yfirtjadar voru
med BLIMP1.

Pad er po ljost ad haskammta prednisolone medferd hefur hamlandi ahrif a frumuskiptingu U266

mergaexlafruma.

5.4 Tjaning NR3C1 i mergaexlafrumum sem yfirtjadar voru med EZH2 og
BLIMP1

Glucocorticoid sterar eru miki® notadir samhlida 6drum lyfjum gegn mergaexli. En pratt fyrir gédan
arangur med glucocorticoid sterum er virkni peirra takmdrkud vegna taps a glucocorticoid vidtokum
sem veldur minnkudu naemi sjuklinga fyrir glucocorticoid sterum. Virkni glucocorticoid vidtaka er ekki
ad fullu skilin, mérg glucocortioid vidtaka is6form fast fra einu glucocorticoid geni, en ekki er vitad
hvort glucocorticoid neemar exlisfrumur syni breytt mynstur eftir tjaningu glucocorticoid vidtaka-
isoformi.

Skodud var tjaning a8 NR3C1 geni i U266 frumum par sem buid var ad yfirtja BLIMP1 og EZH2. Vid
vitum ad BLIMP1 binst NR3C1 styrli i U266 frumum (33), og veltum vid pvi fyrir okkur hvort BLIMP1
geeti dregid EZH2 med sér a styrilinn og peir saman baelt NR3C1 genid.

Til ad skoda tjaninguna var gerd magngreining med qPCR med ACBT til vidmidunar. | 6llum
synum var edlileg tjaning a8 NR3C1 geni midad vid ACBT. bar af leidandi virdist yfirtjaning a BLIMP1
eda EZH2 ekki beela tjaningu glucocorticoid vidtakans. bessar nidurstodur koma a évart, par sem
Doody et al. gerdu litnismétefnafellingu @ BLIMP1 i U266 mergaexlafrumulinunni og komust ad pvi ad
BLIMP1 binst DNA stjérnunarseti NR3C1 gensins sem skrair fyrir glucocorticoid vidtakanum og er pvi
liklegt til ad beela tjaningu pess (33). Hins vegar pratt fyrir ad NR3C1 tjaning er ekki baeld pydir pad
ekki ad BLIMP1 eda EZH2 hafi ekki ahrif & NR3C1 par sem proétinin eru til stadar i frumunum fyrir
yfirtjaningu.
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Alyktanir

Rannsoknin synir fram a pad ad U266 mergeexlafrumur lifi ekki af utslatt @ genavirkni Enhancer of
Zeste Homolog 2 (EZH2). Ekki er heegt ad segja til um hvort frumurnar lifi af utslatt a genavirkni B-
Lymphocyte induced maturation protein 1 (BLIMP1) par sem ekki er vitad hvort utslattur hafi heppnast
eda ekki. En hins vegar stadfesti Hung et al. fyrr & pessu ari ad BLIMP1 vaeri naudsynlegt fyrir lifun
mergaexlafruma (9). Yfirtjaning EZH2 og BLIMP1 hefur hamlandi ahrif a frumuskiptingu i U266
mergaexlafrumulinunni. Einnig hefur prednisolone greinileg ahrif & U266 mergeexlafrumur svo peer
haetta ad skipta sér sem er i samraemi vid paer nidurstédur ad NR3C1 genatjaning er ekki beeld, hvorki
begar EZH2 eda BLIMP1 eru yfirtjad.
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