
 

 

Samspil BLIMP1 og EZH2 og viðbrögð við 
glúcocorticoid sterum í U266 mergæxlafrumulínunni 

Klara Hansdóttir 

 
 

Ritgerð til diplómaprófs 
Háskóli Íslands 

Læknadeild 
Námsbraut í Lífeindafræði 

Heilbrigðisvísindasvið 



  

 

Samspil BLIMP1 og EZH2 
Viðbrögð við glúcocorticoid sterum í U266 mergæxlafrumulínunni  

Klara Hansdóttir 

Ritgerð til diplómaprófs á meistarastigi 

Umsjónarkennari: Martha Ásdís Hjálmarsdóttir 

Leiðbeinandi: Erna Magnúsdóttir 

 

 

Læknadeild 

Námsbraut í Lífeindafræði 

Heilbrigðisvísindasvið Háskóla Íslands 

Maí 2016 

  



  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ritgerð þessi er til diplómaprófs á meistarastigi í Lífeindafræði og er óheimilt að afrita ritgerðina á 

nokkurn hátt nema með leyfi rétthafa. 

© Klara Hansdóttir 2016 

 

Prentun: Svansprent 

Reykjavík, Ísland 2016 



  

3 

Ágrip 

Mergæxli er erfðafræðilega flókin, ólæknandi sjúkdómur þar sem óeðlileg fjölgun er á einstofna illkynja 

plasmafrumum í beinmerg. B-lymphocyte-induced maturation protein-1 (BLIMP1) og Enhancer of 

zeste homolog 2 (EZH2) eru umritunarþættir sem tjáðir eru á sama tíma í mergæxlum, en það gerist 

ekki í eðlilegum plasmafrumum.  

Markmið þessa verkefnis er að slá út genavirkni þessara umritunarþátta í U266 

mergæxlafrumulínunni með CRISPR/Cas9 erfðabreytingartækninni ásamt því að kanna áhrif 

yfirtjáningar þeirra á næmi við glucocorticoid steranum prednisolone, en glucocorticoid sterar hafa 

verið mikið notaðir samsett öðrum lyfjum í meðferðum gegn mergæxli. 

U266 mergæxlafrumur voru rafgataðar og innleiddar með Cas9 og gRNA. Cas9 klippir þá 

tvíþáttabrot á DNA ef markröðin er eins og gRNA röðin. Cas9 inniheldur puromycin þolgen svo hægt 

var að auðga fyrir þeim klónum þar sem útsláttur heppnaðist. Erfðamengis-DNA var síðar einangrað úr 

frumunum og T7 Endonuclease 1 prófun framkvæmd til að sjá hvort Cas9 hafi náð að klippa markröð í 

erfðamenginu. BLIMP1 og EZH2 voru einnig yfirtjáðir í sömu frumulínu, en til þess þurfti að klóna 

EZH2 inn í nothæfa genaferju með Gibson Assembly klónunaraðferð.  Áhrif yfirtjáningar EZH2 og 

BLIMP1 var síðan skoðuð ásamt því að skoða hvort yfirtjáning hefði áhrif á svörun við prednisolone 

með því að lita frumurnar með CFSE og greina í frumuflæðisjá (FACS).  Magngreining var svo gerð 

með qPCR á tjáningu NR3C1 geni sem skráir fyrir glucocorticoid viðtaka.  

Útsláttur heppnaðist á genavirkni EZH2 sem leiddi til frumudauða. Rannsókn þessi sýndi fram á að 

yfirtjáning EZH2 og BLIMP1 hafa hamlandi áhrif á frumuskiptingu og þegar frumurnar eru 

meðhöndlaðar með 1000 µM af prednisolone hemur það frumuskiptingu enn frekar. Eðlileg tjáning var 

á NR3C1 geni í U266 mergæxlafrumum þar sem EZH2 og BLIMP1 voru yfirtjáð.  
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1 Inngangur  

1.1 Mergæxli  
Mergæxli er margbreytilegur illkynja B-eitilfrumusjúkdómur þar sem verður óeðlileg fjölgun einstofna 

illkynja plasmafruma í beinmerg.  Meðalaldur þeirra sem greinast með sjúkdóminn er 70 ára og með 

hækkandi aldri mannkyns, verður hann sífellt algengari sjúkdómur. Algengustu fylgikvillar mergæxlis 

eru beinþynning, blóðleysi, kalkofhleðsla og nýrnaskemmdir. Lífslíkurnar voru um það bil þrjú ár áður 

fyrr, en það hafa orðið miklar framfarir í meðferðarúrræðum og líftími sjúklinga því lengri. 

Sjúkdómurinn er þó enn ólæknandi (1, 2).  

Mergæxli er flókin sjúkdómur erfðafræðilega séð, því það er engin ein stökkbreyting sem veldur 

honum. Mergæxli verða vegna margra stökkbreytinga í mismunandi ferlum sem brengla eðli 

plasmafrumunnar. Heilraðgreining á mergæxla sýnum sýndi fram á 35 non-synonymous breytingar í 

hverju sýni. Þær endurteknu (e. recurrently) stökkbreytingar sem greindar voru með heilraðgreiningu 

voru að mestu leiti í þekktum æxlisgenum (3, 4). 

Uppruni mergæxlis verður í fjölgun óeðlilegra einstofna plasmafruma sem eru að koma úr kímstöð. 

MGUS (monoclonal gammopathy of undetermined significance) er eins stofna mótefnahækkun og er 

ávallt forstig mergæxlis. 0,5 – 3 % MGUS þróast yfir í mergæxli á ári hverju, en það fer eftir hversu 

mikið er af einstofna immúnúglóbúlínum og að hvaða tegund, það er líklegra að MGUS þróist yfir í 

illkynja mergæxli (MM) ef sjúklingar eru með einstofna mótefna hækkun á Immúnúglóbúlín G (IgG) og 

Immúnúglóbúlín A (IgA). SMM (smouldering multiple myeloma) er stigið á milli MGUS og mergæxlis. 

MGUS og SMM eru án illkynja einkenna en þessi stig deila erfðafræðilegum þáttum með illkynja 

mergæxli (MM) sem krefst athugunar og meðferðar (2, 5), sjá mynd 1 af framvindu mergæxlis. 

Mergæxli verður líklega vegna raða óeðlilegra litningavíxla eða stökkbreytinga. Að mestu leyti er 

gert við tvíþátta brot á DNA sem verða í flokkaskiptum (e. class switching recombination, CSR) með 

DNA viðgerðarferlum, en það getur gerst að binding verði við tvíþátta DNA brot annars staðar í 

erfðamenginu. Þetta getur leitt til afbrigðilegra litningavíxla, sem er talin ein helsta orsök mergæxlis. 

Talið er að um 1000 frumur daglega gætu fengið afbrigðileg litningavíxl sem gætu haft áhrif á æxlisgen 

(4). Litningavíxl sem hafa áhrif á MYC og IRF4 eru einnig algeng í mergæxlum, en ekki svo í MGUS 

(2). 

Eins og áður hefur komið fram eru tvíþáttabrot á DNA sem verða í flokkaskiptum, að mestu leyti 

gert við með Non-Homologous end joining (NHEJ) viðgerðarferlinu, en það geta orðið litningavíxl sem 

geta haft áhrif á æxlisgen (e. oncogene), þar sem æxlisvaldandi gen geta verið undir stjórn efliraða 

immúnúglóbíns gena og getur þá valdið aukinni tjáningu þeirra. Cyclin D1 (CCND1) er dæmi um 

æxlisvaldandi gen sem er undir stjórn efliraðar immúnúglóbúlín gena (4).  

Einnig er greint frá öðrum litningavíxlum þungu keðju immúnúglóbúlína sem virðast verða síðar í 

framgangi sjúkdóms sem breytir stjórnun á MYC, sem getur leitt til þess að sjúkdómurinn verður 

erfiðari. Greint var frá óeðlilegri litningamynd (e. karyotype) MYC í nokkrum mergæxlafrumulínum en 

hins vegar var hún ekki óeðlileg í U266 frumulínunni (4, 6).  
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Mynd 1 Framvinda mergæxlis 

Í MGUS hafa orðið litningabreytingar sem geta verið margvíslegar, sem leiða til óeðlilegrar fjölgunar á 

einum stofni plasmafruma. Í MGUS eru plasmafrumur í merg færri en 10 % og einkenni hafa ekki 

byrjað. Í SMM hefur plasmafrumum í merg fjölgað, og eru orðnar á bilinu 10 – 30 % og enn engin 

illkynja einkenni til staðar. Miðað er við að í mergæxi (MM) sé hlutfall plasmafruma í beinmerg meira 

en 30 % og einkenni eru til staðar. Framvinda sjúkdómsins er í raun sú að illkynja einstofna 

plasmafrumum fjölgar stöðugt þar til sjúklingurinn deyr. IGH@ stendur fyrir þungu keðju 

immúnúglóbúlín gena, IGH litningavíxl eru til staðar í 50 – 60 % mergæxlasjúklinga (4). 

1.1.1 U266 mergæxlafrumulína 
U266 frumulínan var upprunalega fengin árið 1970 úr 53 ára karlmanni með greint mergæxli sem 

seytir Immúnúglóbúlín E (IgE) mótefni.  Skömmu eftir að sjúklingurinn lést var tekið sýni úr milta og 

beinmerg, sýnum var svo skipt niður og ræktað í æti með 10 % sermi ásamt sýklalyfjum (7).  

 

1.2 B-lymphocyte-induced maturation protein-1, BLIMP1  
Turner et al greindu upphaflega frá B-lymphocyte-induced maturation protein-1 (BLIMP1), 

umritunarþætti sem spilar lykilhlutverk í “sérhæfingu B-eitilfruma yfir í immúnúglóbúlín seytandi 

frumur”. BLIMP1 hefur fimm Krüppel-gerðar Zinc fingur hneppi ásamt prólínríkum svæðum og 

svæðum ríkum af súrum amínósýrum sem einkennandi eru fyrir umritunarþætti (8).  
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Þegar umritunarþátturinn IRF4 drífur tjáningu á BLIMP1 í B-eitilfrumu,  þá slekkur BLIMP1 á genum 

sem nauðsynleg eru fyrir þroskun B-eitilfrumu og byrjar að tjá gen fyrir sérhæfingu plasmafrumu. 

Eiginleikar á yfirborði B-eitilfrumu breytast, hún hættir að fjölga sér og byrjar að framleiða mikið magn 

mótefna sem svo er seytt út í blóðrásina. Plasmafruman fer þá úr kímstöð (e. germinal center) til 

eitilvefja og sumar frumur flytjast síðan þaðan út í beinmerg. Plasmafrumur í beinmerg eru 

mótefnavaka-sértækar og langlífar og geta ekki lifað ef PRDM1, genið sem skráir fyrir BLIMP1 

umritunarþættinum er numið á brott í músum. BLIMP1 er þar af leiðandi mikilvægur þáttur í 

sérhæfingu plasmafruma og lifun langlífra plasmafruma í beinmerg (8-10).  

1.2.1 Þroskun B-eitilfrumu yfir í plasmafrumu  
Eitilfrumur hringsóla í blóði og finnast í miklum mæli í eitilvef. Þær eiga uppruna sinn að rekja í 

beinmerg. Tvær gerðir eru af eitilfrumum, það eru B-eitilfrumur og T-eitilfrumur en þær hafa 

mismunandi hlutverkum að gegna í ónæmiskerfinu. Þegar utanaðkomandi mótefnavaki binst 

yfirborðsviðtaka á B-eitilfrumu byrjar hún að fjölga sér og sérhæfist í plasmafrumu. Plasmafrumur eru 

endanlega sérhæfðar (e. terminally differentiated) B-eitilfrumur, en þær mynda og seyta mótefnum í 

miklu magni gegn þeim mótefnavaka sem hafði bundist yfirborðsviðtaka B-eitilfrumunnar (10). 

Þegar utanaðkomandi mótefnavaki binst yfirborðsviðtaka á óþroskuðu B-eitilfrumunni, verður hún 

virk og flyst til kímstöðvar. Í kímstöð verður fjölgun á þessum B-eitilfrumu stofni, þar sem verða SHM 

punktstökkbreytingar (e. somatic hyper mutation) fyrir myndun mjög sértækra mótefna gegn þeim 

mótefnavaka sem virkjaði B-eitilfrumuna í upphafi. SHM punktstökkbreytingar verða í hábreytilegu 

svæði á þungu keðju immúnúglóbúlína (IgH) sem verður til myndunar nokkurra afbrigða 

immúnúglóbúlína, sum þeirra sem bindast mótefnavaka með háa sækni. Þær B-eitilfrumur sem hafa 

afbrigði immúnúglóbúlína með minnkaða sækni deyja. SHM punktstökkbreytingar eru undirstaða 

sækniþroskunar (e. affinity maturation). Virkni mótefnanna er aukin með flokkaskiptum (e. class switch 

recombination, CSR). Þá fara B-eitilfrumur að tjá annan flokk immúnúglóbúlína, úr Immúnúglóbúlín M 

(IgM) í Immúnúglóbúlín G (IgG), Immúnúglóbúlín A (IgA) eða Immúnúglóbúlín E (IgE). Bæði SHM 

punktstökkbreytingar og flokkaskipti krefjast virkni AID (activation-induced deaminase, AID) ensímsins 

sem hvatar tvíþátta DNA brot á immúnúglóbúlín gensæti (e. locus). Flokkaskipta ferlið krefst einnig 

NHEJ DNA viðgerðarferlis til að gera við tvíþáttabrot á DNA (4, 10).  

Þegar BLIMP1 byrjar tjáningu í B-frumum stöðvast tjáning margra annara gena en lítið af genum 

byrja tjáningu. BLIMP1 bælir umritun á MYC, sem gegnir mikilvægu hlutverki í stjórnun frumuhringsins 

og er því nauðsynlegt fyrir fjölgun og þroskun B-fruma. Þegar bæling verður á MYC verður því hlé á 

frumuhringnum. CIITA er einnig bælt með BLIMP1 ásamt PAX5. Á meðan bæling er á þessum helstu 

genum fyrir tjáningu á B-frumu þroskun eykst tjáning á mikilvægum plasmafrumugenum, XBP1 (11). 

BLIMP1 hindrar líka tjáningu á BCL6, sem er umritunarbæliþáttur, nauðsynlegur fyrir myndun 

kímstöðvar og B-frumu þroskun innan hennar (10-12), sjá mynd 2 af þroskun B-eitilfrumu yfir í 

plasmafrumu.  
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Mynd 2 Þroskun B-eitilfrumu yfir í plasmafrumu 

Utanaðkomandi mótefnavaki binst yfirborðsviðtaka á B-eitilfrumu svo hún flyst til kímstöðvar og verður 

að virkri B-frumu sem fjölgar sér ört (centroblast) og hættir svo að fjölga sér (centrocyte). BLIMP1 

bælir virkni gena eins og PAX5, BCL6 og MYC, sem taka þátt í þroskun B-eitilfruma svo hún geti 

sérhæfst í plasmafrumu (4).  

1.2.2 BLIMP1 og mergæxli 
BLIMP1 er tjáð í flestum mergæxlum og frumulínum leiddum af þeim, það hefur verið sýnt fram á að 

100% mergæxla tjái PRDM1 sem bendir til þess að BLIMP1 spilar mikilvægt hlutverk í lifun 

mergæxlafruma. Þó er ekki nóg vitað um hvernig. Hung et al. komust þó að því og gáfu út grein á 

þessu ári að “anti-apoptiotic” umritunarþátturinn Aiolos, stýrir bindingu BLIMP1 við markgen sín í 

mergæxlafrumum og saman bæla þau gen sem tengjast sjálfstýrðum frumudauða (e. apoptosis) og 

viðhalda þar af leiðandi lifun mergæxlafruma í rækt. Hins vegar þarf að rannsaka frekar hvort þessi 

gen hafi í raun “anti-apoptosis” virkni í mergæxlum. Þeir skoðuðu nokkrar mergæxlafrumulínur, meðal 

annars U266 mergæxlafrumulínuna (9, 13). 

BLIMP1 virkar sem æxlisbæliþáttur í risa B-eitilfrumuæxlum að ABC gerð (activated B cell-like 

(ABC) Diffuse large B cell leukemia (DLBCL)). Mandelbaum et al komust að því að BLIMP1 er bælt af 

BCL6 í 53 % tilvika í ABC-DLBCL. Einnig var BLIMP1 slegið út úr B-frumum músa in vivo, sem leiddi 

til þess að þær þróuðu með sér DLBCL. Með þeim eiginleika að geta bælt frumuhringinn, virkar 

BLIMP1 þess vegna sem æxlisbæliþáttur í ABC DLBCL (14). BLIMP1 virðist því hafa mismunandi 

áhrif á mergæxli og ABC DLBCL sem krefst frekari rannsóknar.  
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1.3 Polycomb group (PcG) prótein og tengsl þeirra við krabbamein 
Enhancer of Zezte Homolog 2 (EZH2) er histón-metýltransferasi sem er tjáður í miklu magni í kímstöð. 

EZH2 er hvötunareining “Polycomb Repressive Complex 2” (PRC2) og bælir umritun með því að hvata 

þrímetýleringu Histón 3 á Lysin 27 (H3K27me3), sem leiðir til bælingar markgena sem taka þátt í 

stjórnun frumuhringsins, þroskun og sérhæfingu fruma (15, 16). 

Umframerfðir eru breytingar sem verða vegna mörkunar á DNA eða prótínum í litni sem veldur 

breyttu tjáningamynstri gena. Meðvirkjunar- og meðbæliþættir eru prótein sem auka eða minnka 

umritunarvirkni án þess að bindast DNA beint. Í staðinn bindast þessi prótín á umritunarþættina sem 

virka þá sem “scaffold” fyrir önnur ensím eða prótín sem innihalda ensímvirkni auk þess að hafa 

stundum sjálfir ensímvirkni til að breyta litnisbyggingu (17). 

Polycomb group (PcG) prótín fjölskyldan getur breytt litnisbyggingu og þannig haft áhrif á 

genatjáningu. PcG stjórna mikilvægum ferlum innan frumunnar, ferlum sem eru nauðsynlegir fyrir 

fósturþroska ásamt lifun og sérhæfingu stofnfruma. PcG er oft stjórnað á afbrigðilegan hátt í 

krabbameinum (18, 19). PcG prótein mynda prótín flóka, sem kallast “Polycomb Repressive 

Complexes”, (PRC). PRC1 samanstendur af 10 undireiningum þar sem BMI-1 er sú helsta sem tengd 

hefur verið við krabbamein. PRC2 samanstendur af EZH2, EED, SUZ12 og RbAp48 (18). 

Umframerfðir, eins og óeðlileg DNA metýlering og breytingar á histón mörkun geta haft þau áhrif að 

litnabygging verður óeðlileg og getur þá valdið óeðlilegri genatjáningu og óstöðugleika innan 

erfðamengis, sem veldur þróun krabbameina og framgangi þeirra (18, 19), sjá mynd 3 af PcG stjórnun 

og í sérhæfingu og æxlismyndun. Í fósturstofnfrumum (e. undifferentiated pluripotent cells) eru gen 

sem nauðsynleg eru fyrir þroskun mörkuð, með virkri metýleringu H3K4me og bæld með þrí-

metýleringu H3K27me3. Þessi mörkun verður svo sérhæfðari, sum gen eru tjáð og önnur þögguð sem 

leiðir til myndunar sérhæfðra fruma. Í æxlismyndun verður brenglun á mörkun fósturstofnfruma og 

sérhæfðra fruma (sjá mynd 3) (20). 

 

 

Mynd 3 Umframerfðir, PcG stjórnun í sérhæfingu og æxlismyndun 

Fósturstofnfrumur (e. undifferentiated pluripotent cells) með virkri metýleringu H3K4me og bældri þrí-

metýleringu H3K27me3. Í æxlismyndun verður svo brenglun á þessu kerfi (20). 
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1.3.1 EZH2 og mergæxli 
Mikið hefur verið rannsakað og sífellt eru að koma fleiri sannanir fyrir því að EZH2, eða 

stökkbreytingar í EZH2 geninu tengist krabbameinum og taki þátt í myndun þeirra. 

EZH2 er tjáð í miklu magni í kímstöð, ekki tjáð í venjulegum plasmafrumum en yfirtjáð í mörgum 

gerðum krabbameina, meðal annars mergæxlum og er nauðsynlegt fyrir vöxt þeirra (21-23).  

EZH2 er mikilvægur þáttur í B-eitilfrumum í kímstöðvar hvarfinu og tekur þátt í að bæla sérhæfingu 

B-fruma í kímstöð, en tjáning á EZH2 minnkar þegar B-fruman fer úr kímstöðvarhvarfinu og tjáning 

verður á genum sem stjórna sérhæfingu B-fruma yfir í plasmafrumur. Hins vegar ef tjáning á EZH2 

minnkar ekki og mikil fjölgun verður á B-frumum, aukast líkur á stökkbreytingum sem geta haft áhrif á 

æxlisgen og getur leitt til krabbameinsmyndunar (23). 

1.3.2 Tengsl BLIMP1 og EZH2 í mergæxli 
Eins og fyrr hefur verið nefnt er EZH2 mikið tjáð í kímstöðvar B-eitilfrumu en bæld í eðlilegum 

plasmafrumuþroska. Hins vegar er tjáning á EZH2 ásamt BLIMP1 í mörgum tegundum mergæxla. 

Yfirtjáning á EZH2 er talið valda æxlismyndun en ekki er vitað nákvæmlega hvernig að því er farið.  

Tilgáta okkar er að hluti þeirrar virkni getur verið með BLIMP1, sem beinir EZH2 að markgenum sínum 

í mergæxlum. 

Busslinger et al. gáfu út grein í janúar á þessu ári og staðfestu að BLIMP1 binst PRC2 flókanum til 

að stjórna markgenum sínum (24), en forstigsniðurstöður Magnúsdóttir et al. bentu til þess sama (25).  

 

1.4 Glucocorticoid sterar  
Glucocorticoid er flokkur corticoid stera sem seytt er úr nýrnahettuberki í miklu magni í stress ástandi. 

Glucocorticoid sterar hafa mörg hlutverk. Þeir hafa mikilvægu hlutverki að gegna í efnaskiptum 

líkamanns og þá sérstaklega í sykurefnaskiptum, bæla niður ónæmiskerfið og hindra bólgusvar (26). 

Einnig hafa glucocorticoid sterar eiginleika til að örva innanfrumuboðleiðir sem hafa áhrif á umritun 

gena sem taka þátt í frumuhringnum og ferli fyrir sjálfstýrðan frumudauða (e. apoptosis) (27, 28).  

Glucocorticoid sterar eru notaðir í læknisfræðilegum tilgangi til að bæla niður ónæmiskerfið og 

minnka bólgur og þar af leiðandi hafa þeir mikið notagildi í meðhöndlun bólgusjúkdóma og sjúkdóma 

sem orsakast vegna ofvirks ónæmiskerfis. Svo dæmi sé nefnt eru glucocorticoid sterar notaðir til að 

koma í veg fyrir höfnun ígræðslu líffæris. Glucocorticoid sterar bæla ónæmiskerfið með hindrun 

boðefnalosunnar (e. cytokine) og mótefnamyndunnar. Komið er í veg fyrir bólgur meðal annars með 

hindrun á flutningi (e. migration) hvítra blóðkorna. Inntaka glucocorticoid stera getur hins vegar valdið 

aukaverkunum á borð við  hækkun á blóðsykri (e. hyperglycemia), minnkaða seytun kollagens og 

beinniðurbrot (e. osteoporosis) (26, 29).  

Glucocorticoid sterar hafa verið notaðir samsett með öðrum lyfjum í meðferð gegn mergæxli í meira 

en 20 ár. Þrátt fyrir góðan árangur og mikla notkun glucocorticoid er virkni þeirra ekki að fullu skilin 

ásamt því að hún er takmörkuð vegna taps á glucocorticoid viðtökum, sem getur minnkuðu næmi 

sjúklinga fyrir glucocorticoid sterum en virkni meðferðar með glucocorticoid sterum fer algjörlega eftir 
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tjáningu glucocorticoid viðtaka (30). Rannsóknir Gross et al. gefa til kynna að mörg glucocorticoid 

viðtaka ísóform fáist frá einu glucocorticoid viðtaka geni, en hvort glucocorticoid næmar æxlisfrumur 

sýni breytt mynstur eftir tjáningu glucocorticoid viðtaka-ísóformi á eftir að skoða betur (27). 

Glucocorticoid viðtakinn tilheyrir stórri, varðveittri fjölskydu kjarnaviðtaka (e. nuclear receptors) sem 

hefur fjölbreytt hlutverk í þroskun og homeostasis. Glucocorticoid viðtakinn er bundinn 

siðvörsluprótínum (e. chaperone) próteinum í kjarna eða umfrymi. Binding glucocorticoid við 

glucocorticoid viðtaka veldur breytingum í viðtakanum svo hann losnar frá siðvörsluprótínum og fer í 

kjarnann þar sem hann binst glucocorticoid response element (GRE). Þá binst kjarnaviðtaki 

meðstjórnunarþáttum sem stjórna umritun markgena en glucocorticoid viðtakinn virkar einnig til að 

bæla umritun (sjá mynd 4) (30, 31). 

  

 

Mynd 4 Glucocorticoid miðlaðri virkni í gegnum glucocorticoid viðtakann 

Glucocorticoid virkni er miðlað í gegnum glucocorticoid viðtakann. Glucocorticoid binst glucocorticoid 

viðtaka, svo hann losnar frá siðvörsluprótínum (HSP complex). GR flyst þá í kjarna þar sem hann binst 

glucocorticoid response element (GRE) og meðstjórnunarþáttum sem umrita svo eða bæla markgen 

(31).  

 

Sjúklingar með non-Hodkins lymphoma (NHL) bera í einhverjum tilvikum “gain of function” 

stökkbreytingu í EZH2 sem eykur virkni þess og gerir þau mein ónæmari gegn hefðbundinni 

lyfjameðferð NHL. Nýlega var gerð rannsókn sem sýndi fram á að glucocorticoid markgen (sestrin, 

TNF og GILS) í þeim frumum þar sem aukin EZH2 virkni er til staðar, verða þau æxli verða næmari 

með samsetningu EZH2 hindra og glucocorticoid stera. Þessar niðurstöður sýna samverkandi áhrif 

EZH2 hindra með glucocorticoid sterum í bælingu á NHL (32). 

Samkvæmt Doody et al, sem gerðu “knock-down” á BLIMP1 í U266 frumulínunni, binst BLIMP1 

DNA stjórnunarseti NR3C1 gensins og hindrar tjáningu þess, en NR3C1 er genið sem tjáir 

glucocorticoid viðtakan (33). 
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1.5 Rannsóknaraðferðir 

1.5.1 Clustered regularly interspaced short palindromic repeats, CRISPR  
Upphaflega var CRISPR fundið í erfðamengi Escherichia coli árið 1987 (34). Síðar var greint frá 

mikilvægi CRISPR í bakteríum, að CRISPR ásamt cas genum veitir bakteríunni vörn gegn innrás 

veira. Bakteríur og fornbakteríur hafa þróað með sér áunnið (e. adaptive) ónæmiskerfi, þar sem stuttar 

RNA raðir sem kallast “short palindrome repeats” brjóta niður utanaðkomandi kjarnsýrur (35, 36). 

M. Jinek et al sýndu fram á að crRNA sem parast saman við trans-activates crRNA (tracrRNA) 

myndar tvær RNA byggingar sem beina Cas9, hjálparpróteini CRISPR að þeim stað í erfðamenginu 

þar sem Cas9 klyppir tvíþátta DNA (37). Stuttu síðar staðfestu Cong et al að hægt væri að nota RNA 

til að forrita raðasértæka klyppingu á DNA og að hægt væri að nota CRISPR kerfið skilvirkt í 

spendýrafrumum (38). 

Einn þeirra fyrstu sem notuðu CRISPR erfðatæknina í mannafrumum voru Mali et al. Þeir bæði 

trufluðu genaröð með innskoti stopp tákna og náðu einnig að laga skemmdina síðar með CRISPR. 

Staðfest var að CRISPR erfðatæknina væri hægt að nýta sér til erfðabreytinga í mannafrumum (35). 

CRISPR/Cas9 samanstendur af fjórum genum. Cas9 er kirnakljúfur (e. endonuclease) sem klippir 

genamengið ósértækt. Hann hefur tvö bindiset fyrir DNA, það eru N-terminal Ruv/C líkt kirna hneppi 

og HNH-líkt kirna hneppi. HNH-líka kirna hneppið klippir mótsvarandi (e. complementary) þátt á 

meðan Ruv/C hneppið klippir “non complementary”  þátt. Þannig getur Cas9 stuðlað að tvíþátta broti á 

DNA. Þar sem Cas9 er ósértækur kirnakljúfur, er nauðsynlegt fyrir hann að bindast guide RNA (gRNA) 

sem beinir Cas9 að klippa sértækt í erfðamenginu. gRNA samanstendur af tveimur smallRNA; 20 

kirna langri crRNA sem er genamarkröðin, oft kölluð “fleyg” (e. spacer) og tracrRNA “scaffold” sem er 

nauðsynlegt fyrir tengingu crRNA við Cas9 og þar af leiðandi bindingu Cas9 við DNA. Cas9 binding 

við DNA markröð er einnig stjórnað með þriggja basapara PAM röð (protospacer adjacent motif), 

staðsett 3´ við gRNA. Cas9 getur ekki klippt DNA án PAM raðar. PAM röðin verkar sem bindiboð fyrir 

Cas9. PAM röðin er breytileg eftir því hvaða bakteríu Cas9 er einangrað úr (35, 37, 38). Í þessari 

rannsókn er notað Cas9 úr streptococcus pyogenes og PAM röðin er NGG. Jafnframt er búið að 

breyta gRNA svo þegar það er notað í erfðafræðilegum tilgangi þá er búið að splæsa saman crRNA 

og tracrRNA saman og því er nóg að nota aðeins eitt plasmíð til að tjá það; MLM3636 í þessu tilviki. 

Í þessu verkefni verður CRISPR/Cas9 erfðatæknin notuð til að slá út genavirkni BLIMP1 og EZH2 í 

U266 mergæxlafrumulínunni.  

1.6 Klónun með Gibson Assembly 
Lengi hefur verið mögulegt að tengja DNA búta og mynda nýja afurð. Þessi tækni skaut fljótt upp eftir 

að DNA tengiensím (e. ligase) og skerðiensím (e. restriction endonuclease) voru uppgötvuð. Síðan þá 

hafa nokkrar klónunaraðferðir verið fundnar upp þar sem notuð eru skerðiensím og/eða tengiensím. 

Gibson Assembly er frábrugðin þessum aðferðum þar sem hún grundvallast á virkni kjarnsýruútkljúfa 

(e. exonuclease) í stað þess að nota skerðiensím. Hægt er að tengja marga DNA búta í einu án þess 

að það myndist “ör”. Þrjú ensím eru notuð við sama hitastig; 50°C í einu hvarfi: Kjarnsýruútkljúfur 

myndar langa 3’ skagandi búta með því að fjarlægja kirni (e. nucleotide) frá 5´ enda á tvíþátta DNA, þá 
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getur orðið þáttatenging (e. annealing).  DNA fjölliðunarhvati (e.polymerase) klárar fjölliðun og 

tengiensím límir svo saman aðlæga DNA búta (sjá mynd 5) (39).  

Hér verður BLIMP1 og EZH2 klónað inn í plasmíð með Gibson Assembly. 

 

Mynd 5 Gibson Assembly klónunarhvarf  

Kjarnsýruútkljúfur (e. exonuclease) myndar 3’ skagandi búta, fjölliðunarhvati (e. polymerase) klárar 

fjölliðun og tengiensím (e. ligase) límir (39). 
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2 Markmið  
Markmið verkefnisins er að slá út genavirkni umritunarþáttanna B-lymphocyte induced maturation 

protein 1 (BLIMP1) og Enhancer of zeste homolog 2 (EZH2) með því að nota CRISPR/Cas9 

erfðabreytingatæknina og kanna áhrif yfirtjáningu þeirra á næmi glucocorticoid stera. 
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3 Efni og aðferðir 

3.1 Talning fruma með hemocytometer og framkvæmd á drápskúrfu 
með puromycin á U266 frumum  

U266 frumur voru taldar með hemocytometer fyrir framkvæmd á drápskúrfu með puromycin (mynd 6). 

10 µL af frumum var blandað varlega við 10 µL af Trypan blue litunarlaus. Með pípettu voru 10 µL af 

Trypan blue-meðhöndlaðri frumulausn komið varlega á hemocytometerinn svo hólfið fylltist. Frumurnar 

voru svo taldar í smásjá með 10X stækkun. Taldar voru frumur í  einum ferning, bláa ferningnum eins 

og sjá má á mynd 6, en best er að telja fjóra kassa og taka meðaltalið af þeim. Fjöldi fruma er svo 

margfaldaður með tveimur þar sem frumulausn og Trypan blue eru hlutfallslega 1:1. Til að reikna 

fjölda fruma á mL var notuð eftirfarandi jafna. 

!"#$#"
!"

= 𝑓𝑟𝑢𝑚𝑢𝑟  𝑥  104 

 

Mynd 6 Hemocytometer  

 

Framkvæmd var puromycin drápskúrfa á U266 frumur til að fá minnsta möguleg styrk sem þarf til 

að drepa frumurnar. Í spendýrafrumum er mælt með styrk puromycin á bilinu 0,5 – 10 ug/mL en það 

getur verið mismunandi eftir frumugerðum. Mælt var fyrir styrk puromycin á bilinu 0,0 – 4,0 ug/ml og  

notaðar voru 0,5x106 frumur/ml í hverja mælingu. 

Eftir að frumurnar höfðu legið í puromycin í 68 klst. voru þær taldar aftur með hemocytometer. 

Tekið var meðaltal af talningu fjögurra horna með 16 ferninga (sjá mynd 6) og notuð eftirfarandi jafna 

til að fá styrk fruma.  !"#$#"
!"

= 𝑓𝑟𝑢𝑚𝑢𝑟  𝑥  104. Hlutfallið var svo reiknað á lifandi og dauðum frumum. 
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3.2 Leiðsla á Cas9 og gRNA í U266 frumur 
Til að geta leitt Cas9 og gRNA í U266 frumur, voru þær rafgataðar með vinnusetti (e.kit) frá  Lonza 

(AmaxaTM SF Cell Line 4D-NucleofectorTM X Kit L). Með rafgötun er rafstraumi hleypt á frumurnar  til 

að mynda fjölda gata á frumuhimnuna sem gerir hana gegndræpa. Erfðaefnið, sem í þessu tilviki var  

Cas9 (Addgene, plasmid #48139) og MLM3636 tjáningarvektor (Addgene, plasmid #43860) með 

gRNA röð sem miðar út EZH2 annars vegar og BLIMP1 hins vegar (sjá töflu 1). Plasmíðin má sjá á 

mynd 7 hér fyrir neðan. Cas9 klippir einungis ef markröðin er eins og “spacer”gRNA röðin. Þá klippir 

Cas9 tvíþáttabrot á DNA, 3-4 kirnum innan PAM raðar.  

 

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

Cas9 plasmíðið ber puromycin þolgen eins og sést á myndinni. Á myndinni má einnig sjá guide RNA 

scaffold í MLM3636 plasmíði. 

 

Nýtt 15% FBS æti var sett á U266 frumurnar degi fyrir rafgötun.  Það er gert svo að á degi 

rafgötunar séu þær virkar í fjölgun. Lonza vinnusetti fylgir lausn; Nucleofector®solution og 

rafgötunarkúvettur. gRNA var innleitt í MLM3636 guide RNA tjáningarvektor (Addgene, plasmid 

#43860) (sjá mynd 7). Heildarmagn af DNA notað í hverja leiðslu var 2 ug innleitt í 2 milljónir fruma. 

Frumur voru spunnar niður við 1500 snúninga á mínútu í í þrjár mínútur, og æti tekið af þeim. 

Frumurnar voru leystar upp í 100 µl Nucleofector®solution. 100 µl  af frumulausninni var svo blandað 

við DNA. Síðan var lausnin færð yfir í kúvettu  

sem fylgdi með vinnusettinu frá Lonza. Kúvettunni var næst komið í 4D-NucleofectorTM X tækið 

sem rafgatar frumurnar og stillt var á forritið DY-100. Eftir rafgötun eru frumurnar mjög viðkvæmar og 

því var frumulausnin tekin varlega upp úr kúvettunni með búbbulínu og í nýja frumuflösku með 4 ml af 

15 % FBS æti.   
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3.3 Valið fyrir Cas9 inleiddum klónum 
Puromycin (2,0 ug/ml) var komið á innleiddu U266 frumurnar, 48 klst eftir innleiðslu. Cas9 plasmíðið 

ber puromycin þolgen svo þær frumur sem inleiddu Cas9-gRNA flóka ættu að lifa af en ekki aðrar.  

Þannig er hægt að auðga fyrir þeim klónum þar sem útsláttur hefur tekist.  

Puromycin (2,0 ug/ml) var komið á frumurnar og haft í þrjá daga. Purmycin var svo hreinsað í burtu 

með því að  spinna frumur niður í skilvindu á  1500 snúningum á mínútu í þrjár mínútur. Eins mikið æti 

var tekið af og mögulegt, 10 mL af PBS buffer komið á frumurnar og þær aftur spunnar niður. PBS var 

síðan hreinsað af frumunum.  Frumunum var svo komið aftur í frumuglös með 15 % FBS æti.  

3.4 Sáning pCMVHA hEZH2 plasmíðs og einangrun á DNA fyrir PCR 
mögnun á EZH2 

Fyrir einangrun á DNA úr pCMVHA hEZH2 plasmíði (Addgene Plasmid #24230) sem sjá má á mynd 

8, var því sáð í 3ml LB æti með ampicillin (0,1 mg/ml) og ræktað í 18 klst við 37 °C með hristingi við 

250 rpm. pCMVHA hEZH2  er manna EZH2 með HA merki (e. tag) og hefur ampicillin þolgen. Eftir 18 

klst. í hitaskáp var  lausninni komið í eppendorf glas og spunnið niður á hámarkshraða við 4°C í 30 

sekúndur og æti fjarlægt.  Pellettan var leyst vel upp í 100 µl af lausn I, 200 µl af lausn II síðan 

blandað varlega saman við og síðast 150 µl af lausn III, einnig blandað varlega. Lausnin var geymd á 

ís í 3 – 5 mínútur og svo spunnin niður á hámarkshraða við 4°C í 5 mínútur. Flotið sem inniheldur DNA 

var síðan fært yfir í nýtt eppendorf glas og tvöföldu magni af 96% EtOH bætt á, hrist með vortex og 

geymt við stofuhita í 2 mínútúr áður en spunnið niður á hámarkshraða við 4°C í 5 mínútur.  Alkóhólið 

var fjarlægt og pellettan þvegin með 70% EtOH, spunnið aftur á hámarkshraða við 4°C í 2 mínútur. 

Alkóhólið var tekið af og pelettan lofthreinsuð með því að láta hana standa í 5 - 10 mínútur áður en 50 

µl af TE buffer ásamt 20 ug/ml RNasaA var bætt við. Eftir að búið var að blanda TE buffer og RNAsaA 

við DNA, var lausnin látin standa í 10 mínútur við stofuhita, svo hrist með vortex og að lokum var DNA 

ljósmælt með Nanodrop® Spectrophotometer ND-1000 (Eurofins Genomics GmbH, Ebersberg, 

Þýskalandi) til að meta styrk og hreinleika DNA lausnar. Á töflu 2 má sjá innihald lausna  I – III sem 

notaðar voru í einangrun DNA.  

Tafla 1 guide RNA 

 Nafn gRNA röð PAM röð Gen klippt Útröð nr. 

Ezh2ex14gRNA1s GAACTGTCACAAGGCTGCCG	
  
 

TGG	
  
 

EZH2	
  
 

14 

Ezh2ex15gRNA2s	
  
 

TGTTGCACTGTGCTTTGCAG	
  
 

CGG	
  
 

EZH2	
  
 

15 

Prdm1ex4gRNA3s	
  
 

TGGACAGATCTATTCCAGAG	
  
 

GGG	
  
 

BLIMP1	
  
 

4 

Prdm1ex6gRNA4s	
  
 

AGCGAGCTCGGGAGAGAAGT	
  
 

GGG	
  
 

BLIMP1	
  
 

6 
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Mynd 8 pCMVHA hEZH2 plasmíð (Addgene #24230) sem notað var til að einangra EZH2 úr. 

 

 

 

Tafla 2 Lausnir notaðar í DNA einangrun  

Lausn I  Lausn II  (síuð) Lausn III  

50mM glúkósi 0,2 NaOH 5M KOAc (potassium acetate) 

25mM Tris HCL pH8,0 1% SDS 3M ediksýra 

10mM EDTA pH8,0 ddH2O ddH2O 

ddH2O   
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3.5 PCR mögnun á EZH2 og PiggyBac 
Polymerase chain reaction (PCR) var  gert á EZH2 og PiggyBac (pPB) bakbeini fyrir klónun EZH2 inn í 

pPB plasmíð með Gibson Assembly. Allir prímerar voru fengnir frá Eurofins Genomics GmbH 

(Ebersberg, Þýskalandi) (sjá töflu 3 með prímerum). Í PCR mögnuninni var notaður Phusion 

pólýmerasi, en hann er með með lága villutíðni, hitaþolinn og hefur hámarks fjölliðunarvirkni við 72 °C. 

Í EZH2 mögnun voru gerð fjögur 20 µl hvörf en fyrir pPB var gert eitt 50 µl hvarf. Í töflu 4 má sjá blöndu 

sem gerð var fyrir EZH2 og pPB hvörfin. Styrkur EZH2 plasmíðs sem notaður var í hvert hvarf var 336 

pg/µl. Styrkur pPB plasmíðs sem notað var fyrir hvert hvarf var 1,7 ng/µl.  PCR hvarfið var framkvæmt 

við eftirfarandi aðstæður: Phusion pólýmerasi er virkjaður við 98°C I 30 sekúndur, eftir það voru 35 

mögnunarhringir sem byggðu á bræðslu DNA þátta , prímera bindingu og fjölliðun (sjá töflu 5). 

Phusion pólýmerasinn klárar að fjölliða ókláraða búta við 72°C í 5 mínútur og undir lokinn voru sýnin 

kæld við 4°C, en þau geymast best við það hitastig. Eftir PCR mögnun voru afurðirnar keyrðar á 1% 

agarósageli til að kanna hvort PCR hafði tekist. 

 

Tafla 3 Prímerar sem notaðir voru í mögnun á EZH2 og pPB 

Prímer: Prímeraröð: 

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 (µl) pPB (µl) 

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 

ddH2O 12,4 30,5 

DNA 1 2,5 

Samtals 20 50 
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Tafla 5 PCR hvörf fyrir mögnun á EZH2 og pPB 

PCR hvörf: EZH2:  pPB:   

Skref: hitastig Tími Hitastig Tími Virkni: 

1 98°C 30 sek 98°C 30 sek Phusion 

virkjaður 

2 (35 hringir) 98°C 10 sek 98°C 10 sek Bræðsla DNA 

þátta 

 60,4°C 10 sek 62°C 10 sek Prímer binst 

DNA 

 72°C 3 mín 72°C 3 mín Fjölliðun 

3 72°C 5 mín 72°C 5 mín Phusion fyllir 

upp í göt 

 4°C  4°C  Bið 

 

3.6 Hreinsun PCR afurðar fyrir klónun með Gibson Assembly 
Þar sem fleiri bönd en búist var við komu með keyrslu EZH2 (sjá niðurstöður), var öll afurðin keyrð á 

geli. Bandið sem fékkst við 2300 bp, sem er að réttri stærð og því skorið út til þess að fá hreina afurð. 

Notað var vinnusettið NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up til að hreinsa PCR afurðina úr agarósa 

geli.  

Byrjað var á því að vigta eppendorf glas. 2300 bp bönd voru skorin úr geli með hreinu 

hnífsblaði og vigtuð í eppendorf glasi. Samkvæmt leiðbeiningum frá framleiðanda eru 200 µl af NTI 

buffer fyrir hvern 100 mg gelbút. 644 µl af NTI buffer (NucleoSpin®) var komið á 322 mg gelbútinn og 

til að blanda því saman var gellausnin sett í 50°C hitasblokk með hristing, þar til gelið hafði alveg náð 

að leysast upp.  

Í næsta skrefi binst DNA við kísilhimnu í súlunni sem fylgir vinnusettinu (NucleoSpin® Gel and 

PCR Clean-up). Súla var sett í 2 ml safnglas, 700 µl af sýni komið á súluna og spunnið í skilvindu á 

hámarkshraða í 30 sekúndur. Vökvanum sem fór í gegnum súluna var fleygt og skrefið var endurtekið 

með afgangi sýnis. 

DNA var hreinsað úr kísilhimnu með NT3 þvottabuffer (NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up). 

700 µl af NT3 var sett á súluna og spunnið í skilvindu á hámarkshraða í 30 sekúndur. Vökvi sem 

safnast fyrir í safnglasi undir súlu var hent og skrefið endurtekið. Súlan var þá sett tóm í skilvindu með 

safnglasi til að fjarlægja allan NT3 þvottabuffer. Spunnið var á hámarkshraða í eina mínútu.  

Súla var næst sett í hreint eppendorfglas og hlaðið á hana 20 µl af hituðum NE buffer 

(NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up) . NE buffer losar DNA frá kýsilhimnu. NE buffer er látin bíða á 

himnunni í eina mínútu við stofuhita, svo spunnin í skilvindu á hámarkshraða í eina mínútu. Lausnin 

var svo hrist og ljósmæld með Nanodrop® Spectrophotometer ND-1000 (Eurofins Genomics GmbH, 

Ebersberg, Þýskalandi) til að meta styrk og hreinleika.  

Þegar pPB var keyrt á geli kom aðeins eitt skýrt band og þess vegna er hægt að nota PCR 
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afurðina beint og hreinsa. Hreinsunin var því gerð á eins máta fyrir pPB og fyrir EZH2, fyrir utan fyrsta 

skrefið þegar  gelbúturinn var leystur upp í NTI buffer.  Áður en pPB var hreinsað var 1 µl (10 einingar) 

af DpnI sett út í afurðina og haft í 37°C hitablokk í klukkustund samkvæmt leiðbeiningum frá 

framleiðanda (New England BioLabs® Inc., Kanada). Ein eining er skilgreind sem  það magn ensíms 

sem nauðsynlegt er til að melta 1 ug af DNA á einni klukkustund. Dpn1 hvarfið var gert til fjarlægja  

pPB sniðmót (e. template) til að fækka bakteríuþyrpingum sem vaxa upp án innskots. Dpn1 klippir ekki 

DNA úr PCR af því það er ekki metýlerað eins og palsmíð DNA sem notað var sem sniðmót, því 

plasmíðið var eftirmyndað í Escherichia coli (sem metýlerar adenósín basa í DNA). 

3.7 Klónun EZH2 inn í plasmíð með Gibson Assembly 
Notað var Gibson Assembly® klónunar vinnusett (New England BioLabs® Inc., Kanada). Eftirfarandi 

jöfnur voru notaðar til að reikna út styrk innskots og genaferju í picomólum (pmól), sem notað var í 

Gibson Assembly hvarfið. 50 ng af pPB genaferju var notað í Gibson hvarfið, en magn genaferju má 

vera á bilinu 50 – 100 ng samkvæmt leiðbeiningum framleiðanda (New England BioLabs® Inc., 

Kanada). Framleiðandinn mælir einnig með því að heildarmagn DNA sé á bilinu 0,02 – 0,5 pmól. 

Heildarmagn af DNA var 0,03 pmól. 

 

𝑝𝑚𝑜𝑙𝑠 =
þ𝑦𝑛𝑔𝑑  í  𝑛𝑔  𝑥  1000

𝑠𝑡æ𝑟ð  í  𝑏𝑝  𝑥  650  𝑑𝑎𝑙𝑡𝑜𝑛/𝑏𝑝
 

 

þ𝑦𝑛𝑔𝑑  𝑖𝑛𝑛𝑠𝑘𝑜𝑡𝑠  í  𝑛𝑔 =
þ𝑦𝑛𝑔𝑑  𝑔𝑒𝑛𝑎𝑓𝑒𝑟𝑗𝑢  í  𝑛𝑔  𝑥  𝑠𝑡æ𝑟ð  𝑖𝑛𝑛𝑠𝑘𝑜𝑡𝑠  í  𝑏𝑝

𝑠𝑡æ𝑟ð  𝑔𝑒𝑛𝑎𝑓𝑒𝑟𝑗𝑢  í  𝑏𝑝
 

 

Fern Gibson assembly hvörf voru gerð; Gibson Assembly 2X consentrate master mix (NEB 

#M0494) sem fylgdi vinnusettinu var blandað við 50 ng af pPB genaferju og bæði einfalt og þrefalt 

mólar umframmagn af EZH2 innskoti. Einnig voru gerð tvö viðmiðunarhvörf, Gibson Assembly 2X 

consentrate master mix ásamt 50 ng af pPB genaferju til að sjá hlutfall þyrpinga sem ræktast upp án 

innskots og hins vegar neikvætt viðmiðunarhvarf sem inniheldur Gibson Assembly 2X consentrate 

master mix og 23 ng af EZH2 innskoti.  Sýni voru svo sett í 50°C hitablokk í 30 mínútur.  

2 µl af Gibson hvarfinu var blandað varlega við leiðsluhæfar Escherichia coli (E.coli) bakteríur; NEB 

5 alpha Competent E.coli bakteríur (New England BioLabs® Inc., Kanada) og hafðar á ís í 30 mínútur. 

Lausnin var sett í 42°C hitabað í 30 sekúndur og aftur á ís í tvær mínútur. 475 µl af SOC lausn var 

síðan bætt á allar lausnirnar og  hafðar í 37°C hitablokk í 45 mínútur með 300 rpm hristing. Á meðan 

lausnir voru í hitablokkinni voru ampicillin plötur hitaðar við 37°C. Næsta skref var sáning 100 µl af 

bakteríulausn á hverja plötu, hafðar í 37°C hitaskáp í 18 klst. Daginn eftir var 10 bakteríuþyrpingum 

sáð í LB æti, ásamt ampicillin eins og áður var líst ásamt því að gera “index” plötu með ölllum 

þyrpingum sem sáð var.  Bakteríulausnir voru hafðar í 37°C hitaskáp yfir nótt. 

Eftir 18 klst í hitaskáp voru klónar hreinsaðir með GeneJET Plasmid miniprep vinnusetti (Thermo 

Scientific, USA). Bakteríulausnir voru settar í eppendorf glös og spunnar niður á hámarkshraða við 

4°C og æti tekið af. Peletta var leyst upp í 250 µl blöndunarlausn (resuspend solution) og 250 µl af 
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sundrunarlausn (Lysis solution) blandað við svo lausnin varð seig. Næst var 350 µl af hlutleysi-lausn 

(neutralization solution) blandað við og skilið niður á hámarkshraða í 5 mínútur. Flotið sem inniheldur 

DNA var síðan fært yfir á GeneJET súluna með safnglasi undir, og spunnið niður á hámarkshraða í 

eina mínútu. DNA binst við súluna og vökvanum sem rann í gegn  var fleygt. DNA var hreinsað tvisvar 

með 500 µl af hreinsilausn (Wash solution) og súlan var skilin niður í þriðja skiptið til að hreinsa alla 

hreinsilausn í burtu. Í lokin var súlan sett í nýtt eppendorfglas og 50 µl af þynningarlausn (Elution 

buffer) komið á til að hreinsa DNA af súlunni.  DNA lausnirnar voru geymdar við stofuhita í tvær 

mínútur, hristar og ljósmældar í nanodrop.   

Næsta skref felst í því að skima fyrir þeim klónum sem innihéldu pPB bakbein ásamt EZH2 

innskoti. Til að kanna það var afurðin klippt með BamHI HF skerðiensími (New England BioLabs® Inc., 

Kanada) til að sjá hvort það klippir á réttum stöðum á plasmíðinu. Á töflu 6 er uppsetning fyrir klippingu 

á pPB plasmíði. Þegar innskot er ekki til staðar klippir BamHI 1200 bp og 3896 bp bönd, sjá mynd 9 af 

pPB plasmíði þar sem skerðiset BamHI eru merkt inn á myndina. BamHI skerðiensím á að klippa pPB 

plasmíð 3414 basaparaband (bp) og 3896 bp þegar innskot er til staðar , sjá mynd 10 þar sem pPB 

hefur EZH2 innskot. Skerðiset BamHI eru merkt inn á myndina.  

Tafla 6 Uppsetning fyrir meltu á Gibson assembly klónuðum afurðum 

 (µl) 

Cut smart buffer 2,5 

DNA 2,0 

BamHI HF 0,5 

ddH2O 20,0 

Samtals 25,0 

 

 

Mynd 9 Kort af pPB hCMV plasmíði. Skerðiset BamHI eru merkt inn á myndina  
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Mynd 10 Kort af pPB hCMV EZH2 sem er lokaafurðin, þegar búið var að innleiða EZH2 inn í pPB 
plasmíð með Gibson Assembly. Skerðiset BamHI eru merkt inn á myndina 

 

Eftir að búið var að skima fyrir réttum klónum, voru þeir tveir klónar sem höfðu innskotið sendir í 

raðgreiningu og ræktaðir upp í meira magni og auknum hreinleika, með GeneJET Plasmid midiprep 

vinnusetti (Thermo Scientific, USA). Midiprep DNA hreinsun er byggð upp að mestu leyti eins og 

miniprep eins og áður var líst, fyrir utan að meira rúmmál er notað í midiprep og meira DNA fæst úr 

því. Farið var alveg eftir leiðbeiningum frá framleiðanda. 

3.8 Einangrun DNA úr U266 frumum þar sem EZH2 genavirkni var slegin 
út með CRISPR/Cas9 

U266 frumur voru spunnar niður og flotið fjarlægt. Frumurnar voru svo settar í 250 µl Tail Buffer með 

200 ug/ml af Proteinase K (Thermo Scientific, USA) og inkuberaðar í 56°C hitablokk með hristing yfir 

nótt. 50 µl af 5M NaCl var svo blandað vel saman á hristara í 5 mínútur og svo spunnið niður í 5 

mínútur við stofuhita. Flotið sem inniheldur DNA var næst sett í nýtt eppendorf glas ásamt 300 µl af 

ísóprópanóli og blandað með því að hvolfa sýninu. Sýnið var næst sett í skilvindu og spunnið á 

hámarkshraða í 5 mínútur. Flotið var hreinsað með 70 % EtOH og pellettan þurrkuð áður en hún var 

leyst upp í 25 µl af TE buffer, DNA lausnin var geymd í tvær klukkustundir í 37°C hitablokk svo allt 

DNA næði að leysast upp.  

3.8.1 T7 endonucleasa prófun 1 
T7 endonucleasa 1 má nota til að sjá hvort Cas9 hafi náð að klippa í markröð í erfðamenginu til að slá 

út genavirkni EZH2 annars vegar og BLIMP1 hins vegar.  

Erfðamengis-DNA sem búið var að einangra úr U266 frumum þar sem EZH2 eða BLIMP1 

genavirkni hafði verið miðuð út var magnað upp með PCR og hreinsað á súlu með GeneJET gel 

Extraction kit vinnusetti (Thermo scientific, USA) þar sem farið var eftir leiðbeiningum frá framleiðanda, 

en aðferðin er nánast sú sama og líst var í kafla 3.6.  Í töflu 7 og 8 má sjá prímera sem notaðir voru í 
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PCR hvörf ásamt master mix. PCR hvarfið var framkvæmt í Veriti® 96-Well Thermal Cycler (Applied 

Biosystems, USA). Styrkur PCR afurðar var ljósmældur í nanodrop (Eurofins Genomics GmbH, 

Ebersberg, Þýskalandi) til að meta styrk og hreinleika. 

PCR afurðin var næst melt og endurheimt (e. re-anneal) með T7 Endonucleasa 1 sem þekkir og 

klippir DNA þætti sem passa ekki fullkomlega saman. 100 ng af hreinsaðri PCR afurð, 2 µl af NEB 

buffer 2 (New England BioLabs® Inc., Kanada).  og ddH2O þar til rúmmálið varð 19,5 µl var blandað 

blandað saman. Lausnin var svo melt og endurheimt í PCR Veriti® 96-Well Thermal Cycler (Thermo 

Scientific, USA), sjá töflu 9. Í næsta skrefi var endurheimt PCR afurð melt með 0,5 µl af T7 

endonucleasa I (New England BioLabs® Inc., Kanada) við 37°C í 25 mínútur.  Afurðin var svo keyrð á 

2% agarósageli.  

 

Tafla 7 Prímerar sem notaðir voru í T7 endonucleasa assay 1 

gRNA: Prímer: Prímeraröð: 

Ezh2ex14gRNA1s EZH2mutChk-FW 5’ - GTC AAG TAA ACA AGG GAG TGC T – 3’ 

 EZH2mutChk-Rev 5’ - TGA CTG GAA GGT GTG AGT CC – 3’ 

Ezh2ex15gRNA2s	
   hEZH2-Ex15-T7-F 5’ – AGG TGG TTG TGA GGG TTG AG – 3’ 

 hEZH2-Ex15-t7-R 5’ – GGG TGC ATT ACC CAG AGA AA – 3’ 

Prdm1ex4gRNA3s	
   hPrdm1-Ex4-T7-F 5’ – GTG GTG GTT TAA ATC GGT TTG – 3’ 

	
   hPrdm1-Ex4-T7-R 5’ – GCT CTC CGG GAT AAG GGT AG – 3´ 

Prdm1ex6gRNA4s	
   Blimp1mutChk-FW 5’ - AAC GCT CAC TAC CCC AAG TT – 3’ 

	
   Blimp1mutChk-Rev 5’ - CTT GCC GTT CTG CTT CTT CA – 3’ 

 

Tafla 8 Master mix sem notað var fyrir PCR afurð í T7 endonucleasa assay 1 

Efni: (µl) 

ddH2O 31,5 

5X HF buffer 10 

dNTP 1 

Fw prímer (10 uM) 2,5 

Re prímer (10 uM) 2,5 

Phusion pólýmerasi 0,3 

Samtals: 50 
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Tafla 9 Re-annealing hvarf: 

Skref: Hitastig Tími 

1 95-85°C -2°C á sekúndu 

2 85-25°C -0,1°C á sekúndu 

3 4°C bið 

 

3.8.2 Yfirtjáning EZH2 og BLIMP1 í U266 frumum ásamt meðhöndlun með 
glucocorticoid sterum 

U266 frumur voru rafgataðar með fjórum mismunandi blöndum af plasmíðum (sjá töflu 10) og litaðar 

með Carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE) (Thermo Scientific, USA) tveimur dögum síðar. 

Einnig voru frumur meðhöndlaðar með 1000 uM styrk af prednisolone (Selleck chemicals #S1737, 

USA) þegar búið var að lita þær með CFSE. CFSE litun er aðferð til að rekja frumuskiptingar, þ.e. 

mæla frumufjölgun. CFSE fer yfir plasmahimnuna og binst stöðugt inni í frumunni. Eftir því sem fruman 

skiptir sér oftar, veikist liturinn. Tveimur dögum eftir að frumur höfðu verið litaðar með CFSE og 

meðhöndlaðar með prednisolone var gerð greining á frumufjölgun í FACSCalibur tæki.  

Frumur voru rafgataðar og yfirtjáðar með EZH2, BLIMP1 og EZH2 og BLIMP1 saman. Þau plasmíð 

sem notuð voru til yfirtjáningar á U266 frumur eru í töflu 10. Heildarmagn af DNA notað í hverja leiðslu 

var 10,5 ug innleitt í 2 milljónir fruma. 

Frumur voru fyrst rafgataðar með GenePulser Xcell™ (Bio-Rad Laboratories) á svipaðan hátt og 

fyrr var lýst í kafla 3.2 þar sem frumur voru rafgataðar með Lonza (AmaxaTM SF Cell Line 4D-

NucleofectorTM X Kit L), fyrir utan að frumurnar voru hafðar í 100 µl æti með GenePulser tækinu en 

þegar  rafgötun er gerð með Lonza er frumurnar í 100 µl lausn sem fylgir vinnusettinu. Hins vegar lifðu 

frumurnar ekki nógu vel af og því var ákveðið að rafgata með Lonza. 

Tafla 10 Plasmíð notuð til yfirtjáningar í U266 frumum 

Plasmíð: Tjáning: 

pCAG FLAG  Tómt plasmíð, kontról fyrir BLIMP1 

pcDNA Blimp FLAG  
 

BLIMP1-FLAG 

pPB hCMV HA 
 

Tómt plasmíð, kontról fyrir EZH2 

pPB hCMV EZH2 EZH2 (mynd 10) 

pPB-CAG-tTA  
 

Ræsir stýril EZH2 plasmíðs 

 

 200 þúsund frumur notaðar fyrir hverja CFSE litun. Þær voru spunnar niður við 1500 snúninga á 

mínútu í fimm mínútur, þvegnar í volgu PBS og aftur spunnar niður. 0,4 µl af 5 uM CFSE var þynnt 

upp í 40 µl af PBS svo lokastyrkurinn var 0,5 uM. CFSE var blandað við frumu pellettuna og 

frumulausninni komið í 37°C vatnsbað í nákvæmlega 7 mínútur. Einn ml af FBS sermi var sett í hvert 

glas til að stöðva hvarfið og 5 ml af 15 % FBS æti. Frumurnar voru næst spunnar niður við 1500 
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snúninga á mínútu í fimm mínútur, þvegnar tvisvar í 5 ml 15 % FBS æti og þá var pellettan blönduð við 

1 ml æti svo þær verði 200 þúsund á ml.  1000 uM af prednisolone var bætt á þær undir lokinn. 

Frumur voru færðar aftur í 37°C hitaskáp með 5 % CO2 og frumuskipting skoðuð tveimur dögum 

síðar. 

Áður en frumuskipting var greind í FACSCalibur, var viðmiðunarsýni litað með CFSE á sama máta 

og áður var lýst. Viðmiðunarsýnið er notað til að sjá frumurnar þegar þær hafa ekki farið í 

frumuskiptingu. Frumurnar voru þvegnar einu sinni með PBS og blandaðar í 400 µl af PBS fyrir 

greiningu í FACSCalibur. FACSCalibyr frá Becton Dickinson er staðsett í K-byggingu á 

Landspítalanum og var notað til greiningar á frumuskiptingu.  

Greining á FACSCalibur gögnum var fengin með notkun Flowjo tölvuforrits, v.10.1. CFSE 

flúrljómun var greind með punktariti (e. dot plot) og súluriti (e. histogram) 

3.9 Mótefnalitun  
U266 frumur  þar sem BLIMP-FLAG og EZH2 voru yfirtjáð voru mótefnalitaðar með FLAG og HA 

mótefnum. Teiknaðir voru hringir á smásjárgler með PAP penna (Sigma-Aldrich) og 15 µl af 100.000 

frumum settar í hvern hring. Frumurnar voru festar (e. fixation) með 4 % formalíni í 20 mínútur.  

Þvegnar tvisvar með PBS, fimm mínútur fyrir hvert þvottaskref. 0,1 % triton í PBS var komið á 

frumurnar og látið liggja á þeim í 8 mínútur. Síðan voru þær þvegnar þrisvar með PBS, fimm mínútur 

hvert þvottaskref. Blocking buffer (5% goat serum, 0,05% triton, 0,25% BSA í PBS) var hafður á 

frumunum í klukkustund.   

Á sýnin var komið 1° FLAG kanínu mótefni (Cell Signaling Technology #D6W5B) og HA músa 

mótefni (Abcam Scientific #16B12) í þeirri þynningu sem framleiðendur mæla með. Mótefnin voru á 

sýnum yfir nótt á dimmum og köldum stað. 

Þegar 1° mótefnið var búið að vera á sýnum yfir nótt var sýnið skolað þrisvar með PBT (0,25% 

BSA, 0,05% triton)  áður en 2° grænt anti-kanínumótefni (Thermo Scientific #488) og 2° rautt anti-

músamótefni (Thermo Scientific #546) var komið á og inkuberað í klukkustund. 2° mótefni var einnig 

sett á viðmiðunarsýni sem ekki hafði 1° mótefni sem notað var til viðmiðunar. 2° mótefni var þynnt 

samkvæmt leiðbeiningum frá framleiðanda (Thermo Scientific, USA). Sýni voru þvegin tvisvar í PBT 

og einu sinni í PBS, fimm mínútur hvert þvottaskref. Sýni voru næst lituð með DAPI sem litar DNA og 

því kjarna. DAPI var notað í 1:5000 þynningu og látin liggja á sýnum í fimm mínútur. Sýni voru þvegin 

með PBS og látin þorna í smá stund áður en dropi af fluoroshield (Sigma-Aldrich #F6182) var settur á 

sýnin og þekjugler yfir það. 

3.10 Tjáning NR3C1 í U266 frumum þar sem EZH2 og BLIMP1 er yfirtjáð  
Skoðuð var tjáning á NR3C1 geni í U266 frumum þar sem BLIMP1 og EZH2 voru yfirtjáð. NR3C1 

skráir fyrir glucocorticoid viðtaka. Til að skoða tjáningu NR3C1 var RNA var einangrað úr frumunum, 

útbúið cDNA úr RNA og magngreining gerð í Real Time qPCR (qPCR). 
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3.10.1 Einangrun RNA úr U266 frumum 
Hluti þeirra fruma sem voru rafgataðar og yfirtjáðar með EZH2 og BLIMP1 voru notaðar til að einangra 

úr þeim RNA, svo mögulegt væri að skoða áhrif þess á tjáningu glucocorticoid viðtakans. Frumur voru 

spunnar niður við 1500 snúninga á mínútu í fimm mínútur og æti tekið af þeim að mestu, um 100 µl 

voru eftir og pellettan var blönduð vel í ætinu áður en 1 mL af TRI-Reagent (Ambion, Thermo 

Scientific, USA) var settur út í. Lausnin var látin standa í fimm mínútur við stofuhita. 200 µl af klóroform 

var komið í hvert sýni og hrist á vortex í 15 sekúndur, látið standa í 10 mínútur við stofuhita, hrist aftur 

og látið standa í um það bil 5 mínútur við stofuhita áður en lausnin var spunnin niður í skilvindu við 

hámarkshraða í 15 mínútur við 4°C. Við spuna mynduðust fasaskil, lífræni fasinn sem er neðsti fasinn 

samanstendur af himnum, DNA og prótein. Prótín er í miðjufasa og efsti fasinn, sem er vatnsfasi 

inniheldur RNA sem var fært yfir í nýtt glas. Farið er mjög varlega í að ná RNA, til að koma í veg fyrir 

mengun DNA og/eða prótína. 500 µl af ísóprópanóli er bætt út í vatnsfasann og blandað rólega. 

Lausnin var spunnin niður við hámarkshraða í 10 mínútur við 4°C fyrir myndun RNA pellettu í botni 

glassins. Vökvinn var fjarlægður varlega af pellettunni og hún þvegin einu sinni í 70 % EtOH. Vökvinn 

er fjarlægður af RNA pellettunni og glösin látin standa í smá stund meðan EtOH gufar upp. Í lokinn er 

RNA leyst upp í 20 µl af núkleasafríu vatni og styrkur sýna mældur í Nanodrop (Eurofins Genomics 

GmbH, Ebersberg, Þýskalandi).  

3.10.2 Umritun RNA yfir í cDNA 
cDNA er öfugt umritaður DNA þáttur úr RNA.  Öfugur umritari nýtir sér mRNA sem sem sniðmót (e. 

template) og myndar einþátta cDNA. Random hexamere (Thermo Scientific, USA) eru ósértækir 

prímerar sem bindast við RNA og leiða til öfugrar umritunar á öllu RNA sem er til staðar.  

Notað var 1 ug af RNA fyrir hvert sýni, sem einangrað var úr U266 frumum eins og fyrr var lýst. 

RNA var blandað við 3 µl af Random Hexamere, 1 µl af dNTP og núkleasafrítt svo lokarúmmál verði 

18,5 µl. Sýnin voru sett í 70°C í PCR tækið í fimm mínútur og strax eftir það í ísvatn í aðrar fimm 

mínútur. Í hvert sýni var svo blandað 6 µl af 5X RT buffer, 3 µl MgCl2,  1,5 µl RNase- IN og blandað. 

10 µl er færðir úr hverju sýni í annað sýnaglas þar sem enginn Reverse transcriptase verður settur út í. 

0,5 µl af Reverse Transcriptase var settur í hin sýnin og blandað vel. Sýnin eru sett í PCR vélina; 25°C 

í fimm mínútur, 42°C í tvær klukkustundir, 70°C í 15 mínútur og 4°C bið (sjá töflu 11). 

Tafla 11 PCR hvarf fyrir öfugan umritara 

Skref Hitastig Tími Virkni: 

1 25 5 mín. Viðloðun prímera 

2 42°C 2 klst. Myndun cDNA 

3 70°C 15 mín. cDNA myndun stöðvuð  

4 4°C  Bið 
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3.10.3 Quantitative real-time polymerase chain reaction (qPCR) 
Magngreining var gerð með Quantitative Real Time PCR (qPCR) á tjáningu NR3C1 geni og ACTB gen 

sem skráir fyrir βActin, var notað sem samanburðargen við mat á tjáningu NR3C1. Allar qPCR 

afurðirnar voru framkvæmdar í  20 µl hvarfi í 7500 Real Time PCR system (Applied Biosystem). Notað 

var SYPR® Green Jumpstart™ Taq ReadyMix #S4438 (Sigma-Aldrich). Í töflu 12 má sjá blöndu sem 

notuð var fyrir hvert sýni og á töflu 13 má sjá qPCR hvarfið. Í hverja holu voru 15 ul af mastermixi 

blandaðir við 5 µl af sýni. 3,45 ng af cDNA (miðað við upphafsmagn af RNA) var notað í hvert hvarf. 

Skilvirkni NR3C1 prímera var reiknuð með eftirfarandi jöfnu: 𝐸 = 10 !!/!!""#  

Tafla 12 Blanda fyrir qPCR 

Blanda (µl) 

2X SyBR mix 10 

Forward primer (10 uM) 0,2 

Reverse primer (10 uM) 0,2 

H2O 4,6 

Samtals 15 

 

Tafla 13 qPCR mögnunar hvarf  

Skref Hitastig Tími Virkni: 

1 95 °C 10 mín Virkjun pólýmerasa 

2 (40 hringir) 95 °C 

60 °C 

15 sek 

1 mín 

 

3 95°C 

60°C 

95°C 

60°C 

15 sek 

1 mín 

30 sek 

15 mín 

Bræðslu kúrfa 
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4 Niðurstöður 

4.1 Útsláttur á genavirkni EZH2 og BLIMP1 úr U266 
mergæxlafrumulínunni 

Fyrsta markmið verkefnisins var að slá út genavirkni EZH2 og BLIMP1 í U266 frumum með 

CRISPR/Cas9. Notuð voru tvö mismunandi gRNA fyrir hvorn útslátt um sig sem voru leidd inn í 

frumurnar í genaferju ásamt genaferju sem tjáir Cas9. Raðir guide RNA má sjá í töflu 1 og prímera í 

töflu 7 sem notaðir voru til að magna upp útröð erfðamengis-DNA þar sem markmiðið var að klippa 

með Cas9. Gelmyndin hér fyrir neðan (mynd 11) sýnir T7 endonucleaseagreiningu sem segir til um 

hvort Cas9 hafi náð að klippa sértækt með því gRNA sem notað var í útslættinum, þar sem svæðin 

sem voru miðuð út af Cas9 voru mögnuð upp með PCR og afurðirnar “bræddar” og láttnar bindast 

aftur saman með hægri kælingu. Eftir það var melt með T7E1 ensími sem klippir þar sem mispörun 

hefur orðið í DNA. Melta með T7E1 gefur til kynna að mispörun hefur orðið sem bendir til þess að 

Cas9 hafi klippt erfðamengis-DNA, það sem var sniðmót PCR hvarfsins.  

Allar þær frumur sem útsláttur var gerður á EZH2 genavirkni drápust og var ákveðið að greina sýni 

úr dauðum frumum. Þær frumur sem útsláttur var reyndur á BLIMP1 genavirkni uxu upp í langan tíma 

og því eru þau sýni úr frumum sem lifðu af. Á mynd 11 er jákvætt sýni (pos) notað til viðmiðunar til að 

sjá hvort ensímið eða hvarfið hafi virkað, vitað var að T7E1 myndi klippa þá afurð, sem fékkst í 

ótengdri tilraun á rannsóknarstofunni. Í brunnum 1-4 voru sýni þar sem  gRNA1 var notað til útsláttar í 

útröð 14 í EZH2 geni. Prímerar sem notaðir voru til að fá PCR afurð í brunnum 1-2 mögnuðu upp útröð 

15 sem er 458 basapör að lengd og því er ekki búist við að sjá klippingu af hendi Cas9 og virkar þá 

sem neikvætt viðmið hér, en prímerar sem notaðir voru til að fá PCR afurð í brunnum 3-4 mögnuðu 

upp útröð 14 sem er 555 basapör að lengd og Cas9 hefur náð að klippa, það koma tvö veik bönd fyrir 

neðan 555 bp; u.þ.b. 328 bp og 227 bp sem er í samræmi við þá stærð sem búist er við. Í brunnum 5-

8 voru sýni þar sem gRNA2 var notað til útsláttar í útröð 15 í EZH2 geni. Prímerar sem notaðir voru til 

að fá PCR afurð í brunnum 5-6 mögnuðu upp útröð 15 þar sem Cas9 hefur náð að klippa, hins vegar 

sést aðeins eitt band sem er mjög veikt við u.þ.b. 320 bp sem er að réttri stærð og búast má við, 

miðað við staðsetningu þar sem gRNA binst í útröðinni. Bandið er það dauft að mótsvarandi 138 bp 

band sést sennilega ekki. Sjá mynd 12, sem er nærmynd af mynd 11, mynd hefur verið unnin og 

skerpt til að bandið sjáist betur. Prímerar sem notaðir voru til að fá PCR afurð í brunnum 7-8 mögnuðu 

upp útröð 14 í EZH2 og virkuðu því sem neikvætt viðmið því gRNA miðaði út útröð 15. 
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Mynd 11 T7 Endonuclease 1 melta  

T7 Endonuclease 1 melta á erfðamengis-DNA sem magnað var upp með PCR. Þar sem Cas9 hefur 
náð að klippa sértækt koma fram þrjú bönd; eitt óbreytt (e. unmodified) og tvær klipptar afurðir að 
ákveðinni stærð, eftir því hversu stór útröðin er og hvar í útröðinni Cas9 klippir. Í fyrsta brunni (pos) er 
jákvætt kontról þar sem Cas9 hefur klippt sértækt í markröðina. Í brunni 3 var notað gRNA: 
GAACTGTCACAAGGCTGCCG. Cas9 hefur náð að klippa sértækt í útröð 14 í Ezh2 geni svo það 
koma fram þrjú bönd; 555 bp sem er heildarstærð útraðar og 328 og 227 bp bönd sem eru klipptar 
afurðir. + táknar að T7 Endonucleasi 1 hafi verið settur í hvarfið 
 
 

Í brunnum 9-12 voru sýni þar sem gRNA3 var notað til útsláttar í útröð 4 í BLIMP1 geni. Prímerar 

sem notaðir voru til að fá PCR afurð í brunnum 9-10 mögnuðu upp útröð 4 sem er 545 basapör en 

Cas9 hefur ekki náð að klippa þar eins og búast mátti við, aðeins er eitt 545 bp band er sjáanlegt.  

Prímerar sem notaðir voru til að fá PCR afurð í brunnum 11-12 mögnuðu upp útröð 6 í BLIMP1 sem er 

498 basapör að stærð sem er það sem búast má við þar sem þetta er neikvætt viðmið og ekki búist 

við klippingu af hendi Cas9. Í brunnum 13-16 eru sýni þar sem gRNA4 var notað til útsláttar í útröð 6 í 

BLIMP1 geni. Prímerar sem notaðir voru til að fá PCR afurð í brunnum 13-14 mögnuðu upp útröð 6 en 
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Cas9 hefur ekki klippt þar, þar er aðeins eitt band við 498 bp sem er lengd útraðar. Prímerar sem 

notaðir voru til að fá PCR afurð í brunnum 15-16 mögnuðu upp útröð 4 sem er neikvætt viðmið og ekki 

búist við að Cas9 klippi. 

 

 
Mynd 12 Nærmynd af mynd 11, af brunni 5 þar sem Cas9 hefur náð að klippa 

Klippta afurðin við 325 bp er merkt inn á myndina.   

 

4.2 Klónun með Gibson Assembly 

4.2.1 Skimun fyrir réttum klónum  
Jafnframt því að slá út genavirkni EZH2 og BLIMP1 var ákveðið að yfirtjá genin í U266 frumum til að 

rannsaka virkni þeirra. Til þess að ná því markmiði þurfti að klóna EZH2 genið inn í nothæfa genaferju 

með Gibson klónun, en sú aðferð er fljótleg og mikið notuð á rannsóknarstofum í heiminum vegna 

skilvirkni hennar. EZH2 var magnað upp með PCR úr pCMVHA hEZH2 plasmíði (Addgene #24230) 

(sjá mynd 8 af EZH2 plasmíði) og skotið inn í Piggybac hCMV nothæfa genaferju (sjá mynd 9 af pPB 

plasmíði). Á mynd 13 má sjá hvar BamHI skerðiensím klippir pPB og hvort EZH2 innskot er til staðar 

eða ekki eftir Gibson Assembly klónun. Í brunnum 1-4, 6-7 og 9 eru 1200 bp bönd og 3896 bp bönd. 

Þar hefur BamHI náð að klippa pPB plasmíð sem er án innskots. Í brunni 5 hefur BamHI ekki náð að 

klippa og er því óklippt pPB plasmíð. Í brunnum 8 og 10 er EZH2 innskot til staðar í pPB plasmíði, 

BamHI hefur náð að klippa og myndar 3414 bp bönd og 3896 bp bönd, á mynd 10 má sjá lokaafurð 

þar sem EZH2 innskot er komið í pPB genaferju, þar sést einnig hvar BamHI klippir. 



  

37 

Á myndinni eru klónar merktir inn eftir röð, frá 1 – 10. Innskot er til staðar í klónum 8 og 10. 

4.2.2 Raðgreiningarniðurstöður 
Niðurstöður raðgreiningar eru góðar og opni lesramminn er réttur. Hins vegar voru gerð þau mistök í 

hönnun prímera að þeir byrjuðu fyrir aftan HA tag. Þar af leiðandi er ekkert HA tag til staðar í 

plasmíðinu og því ekki hægt að staðfesta yfirtjáningu EZH2 með mótefnalitun.  

4.3 Yfirtjáning EZH2 og BLIMP1 í U266 frumum 
Eftir klónun á EZH2 var markmið rannsóknarinnar að sjá hvort yfirtjáning þess og BLIMP1 hefði áhrif á 

frumuskiptingu í U266 frumum. Til þess að meta það var gerð CFSE litun sem binst stöðugt innan 

frumunnar og eftir því sem fruman skiptir sér oftar þynnist út liturinn og það verður minnkuð ljómun í 

frumuflæðisjánni sem gefur til kynna að fruman hafi skipt sér.  

Einnig var áhugi fyrir því að vita hvort að glucocorticoid sterinn prednisolone hefði á áhrif á 

frumuskiptingu og þá hvort að BLIMP1 og EZH2 hefði áhrif á svörun frumanna við prednisolone. 

Samanburður var gerður á milli sýna þar sem BLIMP1, EZH2 eða bæði BLIMP1 og EZH2 voru 

yfirtjáð í U266 frumum. Plasmíð sem notuð voru til yfirtjáningar eru í töflu 10. Áhrif yfirtjáningar þessara 

gena á frumuskiptingu má sjá á mynd 14, sem sýnir CFSE ljómun innan fruma tveimur dögum eftir 

litun og fjórum dögum eftir leiðslu plasmíða. Viðmiðunarsýni (blátt) er til samanburðar á öllum 

myndunum, en það er litað rétt fyrir skoðun í frumuflæðisjá og því hefur engin frumuskipting átt sér 

stað í þeim sýnum. Fyrir ofan myndina má sjá hvaða gen voru yfirtjáð í U266 frumum. Á myndunum er 

merkt inn hvort frumur voru meðhöndlaðar með 1000 uM prednisolone.  

Þar sem yfirtjáning var á tómum plasmíðum var frumuskipting mest samanborið við hin sýnin þar 

sem yfirtjáning var með EZH2, BLIMP1 eða bæði EZH2 og BLIMP1. Frumuskipting virðist þó vera 

minnst þegar EZH2 og BLIMP1 er yfirtjáð saman. Samkvæmt þessum niðurstöðum hefur yfirtjáning 

Mynd 13 Skimun fyrir réttum klónum eftir Gibson Assembly 
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EZH2 og BLIMP1 hamlandi áhrif á að U266 frumur skipti sér. Frumuskipting minnkaði töluvert eftir að 

frumur voru meðhöndlaðar með 1000 uM af prednisolone. Þegar skoðaður er munur á efri og neðri 

panil á mynd 14; þar sem frumur voru ekki meðhöndlaðar með prednisolone (efri panill) og þar sem 

frumur voru meðhöndlaðar með prednisolone (neðri panill) sjást greinileg hamlandi áhrif prednisolone 

á frumuskiptingu.  

Yfirtjáning genanna hafa þar af leiðandi hamlandi áhrif á frumuskiptingu og þegar frumurnar eru 

meðhöndlaðar með 1000 uM af prednisolone hemur það frumuskiptingu enn meira. 

 

Mynd 14 Áhrif yfirtjáningar BLIMP1 og EZH2, ásamt meðhöndlun með prednisolone 

Sýni sem litað var með CFSE samdægus er til viðmiðunar í öllum sýnum, þá hafa frumur ekki náð að 

skipta sér. Viðmiðunarsýni eru lituð blá á myndinni. Sýni með frumum þar sem gen voru yfirtjáð með 

mismunandi plasmíðum, fjórum dögum fyrir greiningu og litaðar með CFSE tveimur dögum fyrir 

greiningu eru lituð rauð á myndinni. CFSE litunin var gerð þrisvar og niðurstöður sýna það sama. Í 

töflu 10 má sjá plasmíð sem notuð voru til yfirtjáningar. HA stendur fyrir plasmíð þar sem einungis er 

tjáð HA í stað EZH2. FLAG stendur fyrir plasmíð, þar sem einungis er tjáð FLAG í stað BLIMP1-FLAG. 

BLIMP1-FLAG stendur fyrir yfirtjáningu BLIMP1-FLAG og EZH2 stendur fyrir yfirtjáningu EZH2. Á 

neðri panil eru sýni sem innihalda frumur sem voru meðhöndlaðar með 1000 uM af prednisolone. 

SCC:side scatter 
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4.3.1 Mótefnalitun  
Til að geta séð hversu stórt hlutfall prótínanna yfirtjáir BLIMP1 annars vegar og EZH2 hins vegar í 

frumunum var ákveðið að lita fyrir þeim með mótefnalitun. Ekki var mögulegt að nota EZH2 og 

BLIMP1 mótefni því bæði próteinin eru til staðar í frumunni nú þegar. Þess vegna var notað BLIMP1-

FLAG plasmíð til yfirtjáningar, sem var til á rannsóknarstofu Ernu Magnúsdóttur svo mögulegt væri að 

lita fyrir FLAG. Ætlunin var svo að nota Gibson klónaða EZH2 plasmíðið sem átti að bera HA tag og 

því lita með HA mótefni, en síðar áttuðum við okkur á því að HA taggið var ekki til staðar.  Mótefnalitun 

má sjá á mynd 15 hér fyrir neðan. 

 

 

Mynd 15 Yfirtjáning á BLIMP FLAG og EZH2  

Yfirtjáning BLIMP1-FLAG og EZH2 í U266 frumum. Sýni voru lituð með FLAG og HA mótefni ásamt 

DAPI kjarnalitun.  Efri panill (A-D) er kontról án 1° mótefna. 2°mótefni: Alexa Fluor 488 anti-rabbit, 

grænn D:DAPI & FLAG. Neðri panill (E-H) er með 1° mótefni. E:DAPI, F:FLAG, G:HA, H:DAPI&FLAG 

4.4 Áhrif yfirtjáningar EZH2 og BLIMP1 á tjáningu NR3C1  
Hér langaði okkur að sjá hvort yfirtjáningin hefði áhrif á tjáningu NR3C1 af því að við vitum að BLIMP1 

binst við stýril þess (33).  

Til að skoða magngreiningu á tjáningu NR3C1 geni er ACBT gen notað til samanburðar sem skráir 

fyrir β-Actin. Tjáning NR3C1 er svo lýst hlutfallslega miðað við tjáningu ACBT. ACBT er mjög varðveitt 

gen þar sem það er nauðþurftargen (e. housekeeping gene) og til staðar í nokkuð jöfnu magni innan 

fruma, þ.e. ekki mjög breytilegt og því gott að nota til samanburðar þegar verið er að skoða tjáningu 

annara gena. Á mynd 16 má sjá hlutfallslegt magn á tjáningu NR3C1 gens miðað við ACBT. Einnig 

kemur fram hvaða gen voru yfirtjáð í hverju sýni.  

Í öllum sýnum er eðlileg tjáning NR3C1 miðað við ACBT. Yfirtjáning með BLIMP1, EZH2 eða bæði 

BLIMP1 og EZH2 bælir ekki tjáningu N3RC1 sem skráir fyrir glucocorticoid viðtakanum samkvæmt 

þessari rannsókn (sjá mynd 16).  
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Mynd 16 Hlutfallslegt magn NR3C1 miðað við βActin  

Mynd 16 A má sjá þau plasmíð sem notuð voru til að yfirtjá genin. Á mynd 16 B má sjá hlutfallslegt 

magn NR3C1 miðað við ACBT á súluriti. Þessi tilraun var gerð einu sinni. 
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5 Umræður  

5.1 Útsláttur á EZH2 og BLIMP1 genavirkni með CRISPR/Cas9 

5.1.1 Útsláttur á genavirkni EZH2 í U266 frumum með CRISPR/Cas9 
Slegin var út genavirkni EZH2 í U266 frumum með CRISPR/Cas9. Til að skoða skilvirkni innleiðslu var 

pAcGFP innleitt sem sýndi um það bil 80 % innleiðingu. Frumurnar lifðu ekki af, en ekki er víst hvort 

það sé vegna þess að genavirkni EZH2 var slegin út eða að öðrum ástæðum.  

Með meltu T7 Endonuclease 1 á mögnuðu erfðamengis-DNA sem fékkst úr EZH2 útsláttar frumum 

varð editering þegar gRNA1 var notað í útslætti með Cas9. Cas9 hefur þar náð að klippa í útröð 14 í 

EZH2 geni  svo það koma fram tvö veik bönd við 328 bp og 227 bp. Útröð 14 er í heild sinni 555 bp að 

lengd og það kemur greinilegt 555 bp band í ljós á geli þar sem T7 Endonuclease 1 var settur í hvarfið 

ásamt 328 bp og 227 bp fyrir neðan. T7 Endonuclease  1 meltu má sjá á mynd 11.  

Einnig varð editering þar sem gRNA2 var notað í útslætti með Cas9. Cas9 hefur þar náð að klippa í 

útröð 15 í EZH2 geni. Útröð 15 er í heild sinni 458 bp að lengd og gRNA er staðsett frá 138 bp að 161 

bp, svo það ættu að koma tvö bönd fram; 138 bp og stærra band við 320 bp. Á mynd 12 má sjá T7 

Endonuclease I meltu þar sem búið er að skerpa myndina svo bandið við 320 bp sjáist, upprunalega 

myndin er fyrir ofan (mynd 11). Hins vegar þá kemur ekki í ljós 138 bp band, en það ætti að vera mun 

veikara. Þegar borinn er saman brunnur 5 þar sem T7 Endonuclease 1 ensím var sett í hvarfið og 

brunn 6 sem er óklippt (ekki sett T7 Endonuclease 1 í hvarfið) kemur aðeins fram band við 320 bp þar 

sem T7 Endonuclease 1 ensím var til staðar. Því má gefa sér að minna bandið, við 138 bp sé einnig til 

staðar en í of litlu magni til að sjáist, en editeringin er líklega mjög lág hlutfallslega, eða um 5 % 

frumanna sem hefur náð að editerast. Þar sem frumurnar voru dauðar þegar erfðamengja-DNA var 

einangrað úr þeim er tilraunin ekki ekki eins og hún ætti að vera og ekki víst hversu mikið varð 

editerað en það er ljóst að minnsta kosti var eitthvað editerað með báðum gRNA sem notuð voru í 

útslættinum.  

Líklegt er að frumurnar hafi ekki lifað af vegna þess að EZH2 genavirkni var slegið út. Óbirtar 

nýlegar niðurstöður  á rannsóknarstofu Ernu Magnúsdóttur þar sem tjáning var hömluð með microRNA 

niðurslætti (e. knock down) á EZH2 í RPCI-WMI frumulínu urðu til þess að frumurnar dóu. Hins vegar 

eru þetta mismunandi frumulínur og getur því verið breytileiki þar á milli.  

5.1.2 Útsláttur á genavirkni BLIMP1 í U266 frumum með CRISPR/Cas9 
Útsláttur var einnig reyndur á genavirkni BLIMP1 í U266 frumum á sama hátt. Um það bil mánuði eftir 

leiðslu Cas9:gRNA var mikill hluti frumanna dauðar en frumur höfðu þó vaxið upp og fjölgaði þeim 

næstu vikurnar. Með meltu T7 Endonuclease 1 á PCR mögnuðu erfðamengja-DNA sem fékkst úr 

BLIMP1 útsláttar U266 frumum virtist engin editering hafa orðið (sjá mynd 12). Hins vegar var 

erfðamengja-DNA ekki einangrað fyrr en um það bil tveimur mánuðum eftir leiðslu Cas9:gRNA og þar 

sem klónar voru farnir að vaxa upp mánuði fyrir, er líklegt að þeir klónar hafi ekki verið editeraðir og 

þeir sem voru editeraðir höfðu dáið. Það er því ekki vitað hvort editering hafi orðið eða ekki. 

Eins og nefnt var hér áður tjáir 100% mergæxla BLIMP1, svo vitað er að BLIMP1 spilar mikilvægt 

hlutverk í mergæxlum. Hung et al. gáfu út grein á þessu ári þar sem skýrt var frá því að Aiolos stýrir 
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bindingu BLIMP1 við markgen sín í mergæxlafrumum og bæla gen sem stýra stjálfstýrðum 

frumudauða (e. Apoptosis), og þar af leiðandi viðhalda lifun mergæxlafruma í rækt (9). Óbirtar 

niðurstöður  á rannsóknarstofu Ernu Magnúsdóttur þar sem BLIMP1 tjáning var hömluð með 

microRNA útslætti (e. knock down) í RPCI-WMI frumulínu leiddi til frumudauða. Hins vegar hefur 

RPCI-WMI frumulínan aðeins eina BLIMP1 genasamsætu á meðan U266 frumulínan hefur tvær, svo 

það ætti í raun að vera hægt að slá út í annari genasamsætu BLIMP1 í U266 frumulínunni án þess að 

frumurnar dæju. 

5.2 Klónun EZH2 inn í pPB genaferju 
Jafnframt að slá út genavirkni EZH2 og BLIMP1 voru genin yfirtjáð í U266 frumum. Til þess að geta 

yfirtjáð EZH2 þurfti fyrst að klóna EZH2 inn í pPB genaferju með Gibson Assembly, sem er skilvirk og 

fljótleg klónunaraðferð. EZH2 var magnað upp með PCR úr pCMVHA EZH2 plasmíði (Addgene 

#24230) og klónað inn í pPB hCMV genaferju. Myndir 8 og 9 sýna kort plasmíðanna sem notuð voru í 

klónun. Klónunin tókst vel og opni lesramminn er réttur. Hins vegar urðu mistök í hönnun prímera svo 

lokaafurðin inniheldur ekki HA tag og því er ekki hægt að nota HA taggið til að staðfesta að plasmíðið 

hafi leiðst inn þegar genin eru yfirtjáð. Lokaafurðina; pPB hCMV EZH2 má sjá á mynd 10, en hún er  

7310 basapör að lengd.  

5.3 Yfirtjáning EZH2 og BLIMP1 í U266 frumum 
Markmiðið var að skoða áhrif yfirtjáningar BLIMP1, EZH2 og BLIMP1 og EZH2 saman á næmi 

glucocorticoid stera í U266 mergæxlafrumulínu. Frumur voru því litaðar með CFSE sem rekur 

frumuskiptingar svo hægt var að sjá áhrif yfirtjáningu genanna á frumuskiptingu. Bæði yfirtjáning á 

BLIMP1 og EZH2 höfðu hamlandi áhrif á að frumur skiptu sér. Þegar yfirtjáning er á BLIMP1 og EZH2 

á sama tíma eru hamlandi áhrifin ívið meiri (sjá mynd 14). 

Hung et al. greindu hins vegar á þessu ári frá mikilvægi BLIMP1 í mergæxlafrumum, að Aiolos 

stýrir bindingu BLIMP1 við markgen sín í margæxlafrumum og saman bæla þau gen sem stýra 

sjálfstýrðum frumudauða (9). Þar sem yfirtjáning BLIMP1 hafði hins vegar hamlandi áhrif á 

frumuskiptingu samkvæmt þessari rannsókn væri áhugavert að yfirtjá Aiolos með BLIMP1.  

Einnig hefði maður búist við aukinni frumuskiptingu með aukinni genavirkni EZH2, þar sem talið er 

að það valdi æxlismyndun (23). Niðurstöður þessar koma því á óvart og vert er að rannsaka það 

betur. Nýlegar óbirtar forstigsniðurstöður á rannsóknarstofu Ernu Magnúsdóttur, þar sem tjáning var 

hömluð með mircroRNA útslætti (e. knock down) í EZH2 og BLIMP1 í RPCI-WMI frumulínu drápust 

allar frumurnar. Samkvæmt þessu virðast frumurnar skipta sér minna með yfirtjáningu EZH2 og 

BLIMP1 og drepast með hömlun á tjáningu þeirra.  

Skoðuð voru áhrif glucocorticoid sterans prednisolone á frumuskiptingu U266 mergæxlafruma og 

hvort yfirtjáning EZH2 og BLIMP1 hafi áhrif á svörun við prednisolone. Glucocorticoid sterar eru 

notaðir samhliða öðrum lyfjum gegn mergæxlum á árangursríkan hátt. Lítill munur var á 

frumuskiptingu á milli sýnanna, hvort sem það var yfirtjáning BLIMP1 eða EZH2 en þegar bæði 

BLIMP1 og EZH2 eru yfirtjáð saman virðast hamlandi áhrifin vera meiri.  Mjög hár styrkur var notaður 

af prednisolone (1000uM) sem hamlaði í öllum tilfellum frumuskiptingu (sjá mynd 14). Það væri 



  

43 

fróðlegt að sjá hvort munur væri á milli sýna þegar minni styrkur er notaður af prednisolone, þar sem 

aukin EZH2 genavirkni virðist gera NHL mein ónæmari gegn hefðbundinni lyfjameðferð NHL (32). 

Knutson et al. sýndu fram á að glucocorticoid markgen í þeim frumum þar sem aukin EZH2 genavirkni 

er til staðar verða þau mein næmari með samsetningu EZH2 hindra og glucocorticoid stera (32). Því 

mætti búast við því að ef gerð er kúrfa með mismunandi styrk af prednisolone að U266 frumur 

yfirtjáðar með EZH2 væru ónæmari gegn prednisolone en aðrar frumur, t.d. þær sem yfirtjáðar voru 

með BLIMP1.  

Það er þó ljóst að háskammta prednisolone meðferð hefur hamlandi áhrif á frumuskiptingu U266 

mergæxlafruma. 

5.4 Tjáning NR3C1 í mergæxlafrumum sem yfirtjáðar voru með EZH2 og 
BLIMP1 

Glucocorticoid sterar eru mikið notaðir samhliða öðrum lyfjum gegn mergæxli.  En þrátt fyrir góðan 

árangur með glucocorticoid sterum er virkni þeirra takmörkuð vegna taps á glucocorticoid viðtökum 

sem veldur minnkuðu næmi sjúklinga fyrir glucocorticoid sterum. Virkni glucocorticoid viðtaka er ekki 

að fullu skilin, mörg glucocortioid viðtaka ísóform fást frá einu glucocorticoid geni, en ekki er vitað 

hvort glucocorticoid næmar æxlisfrumur sýni breytt mynstur eftir tjáningu glucocorticoid viðtaka-

ísóformi.  

Skoðuð var tjáning á NR3C1 geni í U266 frumum þar sem búið var að yfirtjá BLIMP1 og EZH2. Við 

vitum að BLIMP1 binst NR3C1 stýrli í U266 frumum (33), og veltum við því fyrir okkur hvort BLIMP1 

gæti dregið EZH2 með sér á stýrilinn og þeir saman bælt NR3C1 genið.  

Til að skoða tjáninguna var gerð magngreining með qPCR með ACBT  til viðmiðunar.  Í öllum 

sýnum var eðlileg tjáning á NR3C1 geni miðað við ACBT. Þar af leiðandi virðist yfirtjáning á BLIMP1 

eða EZH2 ekki bæla tjáningu glucocorticoid viðtakans. Þessar niðurstöður koma á óvart, þar sem 

Doody et al. gerðu litnismótefnafellingu á BLIMP1 í U266 mergæxlafrumulínunni og komust að því að 

BLIMP1 binst DNA stjórnunarseti NR3C1 gensins sem skráir fyrir glucocorticoid viðtakanum og er því 

líklegt til að bæla tjáningu þess (33).  Hins vegar þrátt fyrir að NR3C1 tjáning er ekki bæld þýðir það 

ekki að BLIMP1 eða EZH2 hafi ekki áhrif á NR3C1 þar sem prótínin eru til staðar í frumunum fyrir 

yfirtjáningu. 
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Ályktanir 

Rannsóknin sýnir fram á það að U266 mergæxlafrumur lifi ekki af útslátt á genavirkni Enhancer of 

Zeste Homolog 2 (EZH2). Ekki er hægt að segja til um hvort frumurnar lifi af útslátt á genavirkni B-

Lymphocyte induced maturation protein 1 (BLIMP1) þar sem ekki er vitað hvort útsláttur hafi heppnast 

eða ekki. En hins vegar staðfesti Hung et al. fyrr á þessu ári að BLIMP1 væri nauðsynlegt fyrir lifun 

mergæxlafruma (9). Yfirtjáning EZH2 og BLIMP1 hefur hamlandi áhrif á frumuskiptingu í U266 

mergæxlafrumulínunni.  Einnig hefur prednisolone greinileg áhrif á U266 mergæxlafrumur svo þær 

hætta að skipta sér sem er í samræmi við þær niðurstöður að NR3C1 genatjáning er ekki bæld, hvorki 

þegar EZH2 eða BLIMP1 eru yfirtjáð. 
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