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SKAMMSTAFANIR

MSC: mesenchynal stem cell (mesenchymal stofnfrumur, MSC frumur)
ESC: embryonic stem cell (stofnfrumur dr fésturvisum)
FSC: fetal stem cell (fésturstofnfrumur)

SSC: somatic stem cell (vefjasértekar stofnfrumur)
FCS: fetal calf serum (kalfasermi)

MLR: mixed lymphocyte reaction

MTT: 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide
CFU-F: colony forming unit fibroblast

HPL: human platelet lysate (mennskt bl6dflogulysat)
HPL F: ferskt blodflogulysat

HPL U: titrunnid bl6dflogulysat

PRP: platelet rich plasma (bl6dflogupykkni)

b-FGF: basic fibroblast growth factor

PDGEF: platelet derived growth factor

VEGTF: vascular endothelial growth factor

EGF: epidermal growth factor

IGF: insulin-like growth factor

TGF-f: transforming growth factor 3

TNFa: tumor necrosis factor a

IL: interleukin

RPM: rotations per minute (sniningar 4 minttu)

ISCT: international society of cellular therapy
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AGRIP

Mesenchymal stofnfrumur eru ein gerd stofnfrumna sem bundnar eru miklar vonir vid
ad hagt sé¢ ad nota { vefjaverkfraedi og frumumedferdum. Til ad haegt sé ad nota pessar
frumur { leknisfraedilegri medferd parf ad taka fyrir hvernig best sé ad einangra per og fjolga.
I flestum tilvikum verda frumur ad vera raektadar med sermi sem er einangrad tr dyrum og
vaxtarpdttum sem eru framleiddir med erfdabreyttum bakterium.

Petta bydur upp 4 smithattu i leknisfredilegri medferd par sem kalfasermi gati
innihaldid sykjandi agnir t.d. veirur og prion. Af pessum sokum hafa visindamenn leitad ad
00rum leidum til ad rekta frumur, til leknisfredilegra medferda, sem ekki stydjast vid
dyraafurdir. Til deemis hefur verid reynt ad nota sermislaus @ti eda @ti sem innihalda
mennskt sermi eda bl6dflogulysot.

Tilgangur pessarar ritgerdar og verkefnis var ad skoda moguleikann 4 pvi ad notast vid
bl6dflogulysot unnin tr dtrunnum bl6dflogum til ad fjolga MSC frumum og skoda dhrif pess
a svipgerd peirra, sérhafingarmoguleika og starfsemi.

Vid synum hér fram 4 ad MSC frumum ma fjélga med bl6dflogulysati unnu tr
utrunnum bl6dflogum og ad petta hefur ekki neikvad dhrif 4 svipgerd peirra eda
sérhefingarmoguleika. Vid getum ekki fullyrt ad pad sé betra ad fjolga MSC frumunum med
blodflogulysati unnu dr dtrunnum bl6dflogum fram yfir pad ad fjolga peim med sérvoldu
kalfasermi en vid hofum visbendingar um ad pad gefi betri bein- og fitusérhaefingar.

Neastu skref verda ad kanna nénar hrif blodflogulysata unnu dr ttrunnum blédflogum
a sérhefingarmoguleika og starfsemi MSC frumnanna auk pess ad finna ut hvada pettir pad

eru { lysdtunum sem rdada pessum dhrifum.
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ABSTRACT

Stem cells, such as mesenchymal stem cell, hold a great potential for tissue
engineering and cellular therapy. However if stem cells are ever going to fulfil their potential
in clinical use, certain aspects regarding how they are harvested expanded and manipulated
needs to be addressed. In most culture conditions, cells are dependent on serum, harvested
from animals and growth factors created with the help of engineered bacteria’s. This poses a
problem for their use in the clinical settings since e.g. fetal calf serum could be a possible
source of infectious and deleterious materials such as viruses and prions. This has prompted
researchers in investigating alternative means of culturing cells for clinical therapies that
exclude products that are derived from animals. These include using serum free culture
conditions, use allogen or autolgous human serum or lysate made from platelets.

In this thesis we wanted to analyze the possibility of using lysate made from expired
platelet products in expanding mesesnchymal stem cells and seeing what effect that would
have on their phenotype, differentiation potential and function.

We demonstrated in this thesis that MSC can be expanded in platelet lysate made from
expired platelet products; this does not have a negative effect on their phenotype or
differentiation potential. We can not say with certainty that expanding MSC in lysate made
from expired platelet products is better then growing them on selected fetal calf serum,
however we do have some indications that the use of lysate from both fresh and expired
platelet lysate gives better osteogenic and adipogenic differentiation.

The next steps will involve further characterizing of the effect of lysate made from
expired platelet products on differentiation and function of MSCs as well as to analyze the

content of the lysate and figure out what parts of the lysate are important for these effects.
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1. INNGANGUR

Eitt af vandamalunum vid pad ad nota stofnfrumur { leknisfredilegri medferd, t.d til
vidgerdar 4 sterri beinskddum, er naudsyn pess ad fjolga frumunum utan likama upp {
negjanlegt magn til ad hagnytt sé ad nota per i leknisfredilegri medferd.

begar stofnfrumum og 6drum frumum er fjolgad utan likama { rektunardiskum, er
algengast ad nota kélfasermi sem naringu fyrir frumurnar. Kélfasermid inniheldur ymsa
vaxtarorvandi patti sem eru naudsynlegir fyrir frumurnar eftir ad par hafa verid fjarlegdar ur
sinu natturulega umhverfi. Hins vegar er dvalt moguleiki 4 pvi ad med kélfaserminu geti
borist veirur og bakteriur sem mogulega geti sykt mannafrumur og valdid skada fyrir sjukling
sem frumurnar eru settar {.

Pess vegna er pad @ mikilvaegara ad huga ad leidum sem gerir kleyft ad raekta frumur
utan likama { @ti sem inniheldur ekki dyraafurdir, eins og kalfasermi og vatxtarpetti

framleiddum { bakterium, eda einangrudum ur dyraafurdum.

1.1 Stofnfrumur

Stofnfrumur ma skilgreina sem ¢sérhefdar frumur sem m.a. er hagt er ad einangra tr
vefjum fésturvisa, féstra og fullvaxta lifvera [1-3]. Stofnfrumur hafa pann hafileika fram
yfir flestar adrar frumugerdir ad geta skipt sér asymmetriskt, p.e. myndad adra eins
stofnfrumu og sérhafst { somu frumuskiptingu, séu par orvadar 4 videigandi hatt.
Stofnfrumum er haegt ad skipta nidur i fjora flokka; stofnfrumur dr fésturvisum (e.
Embryonic stem cells), fésturstofnfrumur (e. Fetal stem cells), krabbameinsstofnfrumur (e.
Cancer stem cells) og vefjasértekar stofnfrumur (e. Somatic stem cells).

Metti stofnfrumna (e. Stem cell potential), p.e. er hefileiki peirra til sérhefingar og
fjolgunar, er stigskipt. Pannig er okfruman sem myndast vid samruna sad- og eggfrumna
almattug (e. Totipotent) par sem hun er pess fa&r ad mynda allar frumur { lifverunni. Pegar
pessi fruma skiptir sér eru allar détturfrumurnar fjélmattugar (e. Pluripotent) og geta myndad
oll kimlog féstursins (stofnfrumur ur fésturvisum (ESC) eru fjolmattugar). P4 eru frumur sem
eru marghafar eda margmattugar (e. multipotent) sem geta myndad myndad heil lifferi eda
vefi. Sidasta mattid er einmatti (e. unipotent) en slik fruma getur adeins myndad eina

frumugerd [4] (mynd 1).
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totipotent

“

pluripotent =

7\

CZI\ .
multipotent unipotent

Mynd 1: Almadttug fruma gefur
af sér fjolmdttuga frumu sem
gefur svo af sér margmdttugar
og einmdtta frumur. Myndin er
fengin af vef, sjd ndnar
myndaskrd

Stofnfrumur ur fésturvisum (ESC) ma4 einangra ur
innanfrummassa fésturvisa, 4 blastocyst stigi proskans (mynd
2). Stofnfrumur dr fésturvisum virdast geta endurnyjad sjalfar
sig 6endanlega [5]. Pessar stofnfrumur virdast ekki eldast eda
verda fyrir frumudldrun (e. replicative senescence) [6].
Venjulegar frumur hafa takmarkadan liftima in vivo og eftir
akvedid margar frumuskiptingar fara per { 6ldrunardstand sem
einkennist af stekkudum og 6reglulegri 16gun frumnanna og 4
endanum hetta frumurnar ad skipta sér [7]. Endar litninga,
telomerar, i venjulegum frumum styttast vid hverja
frumuskiptingu sem leidir til pess ad hefileiki peirra til ad
skipta sér minnkar og per eldast. Stofnfrumur tr fosturvisum
eru med virka telomerase og koma pannig i veg fyrir styttingu a

litningunum og 6ldrun [6].

Sperm Cell Egg Cell

Zygote 4-Cell Stage

?.ﬁ.ﬁ"

Blastocyst

Inner Cell Mass

Mynd 2: Proskun blastocyst og uppruni ESC vid samruna sdo- og
eggfrumu myndast okfruma sem svo skiptir sér morgum sinnum og
myndar kimblodru med innri frumumassa sem myndar kimlogin
prjti og fostur seinna i proskuninni. Stofnfrumur ir fosturvisum
eru teknar vr pessum innri frumumassa. Myndin er fengin af vef,

sjd ndnar myndaskrd

1.2 Vefjasértaekar stofnfrumur (e. somatic stem cells (SSC))

Vefjasértekar stofnfrumur eru einnig kalladar fullordinsstofnfrumur (e.adult stem

cells (ASC)). Petta eru stofnfrumur sem eru einangradar ur vefjum fullproska lifvera. P6 ad

vefjasértekar stofnfrumur verdi ad geta endurnyjad sjalfar sig in vivo geta slikar rektir ekki

vidhaldid sjalfsendurnyjun til lengri tima in vitro [8]. Da&mi um slikar stofnfrumur eru t.d.

bl6dmyndandi stofnfrumur (e. hematopoietic stem cells) en par eru ad finna { beinmerg, lifur
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og milta { fullordnum einstaklingum og sja um reglulega endurnyjun & bl6dfrumukerfi
likamans [9].

Annad demi um vefjasérteka stofnfrumu eru mesenchymal stofnfrumur ( e.
mesenchymal stem cells), frumur sem hagt er ad einangra Ur ndnast hvada liffeeri likamans
sem er og virQast gegna mikilvagu hlutverki vid ad studla ad jafnvagi innan vefja og

hlutverki { vidgerdum 4 vefjaskemmdum [10].

1.3 Mesenchymal stofnfrumur

Mesenchymal stofnfrumur (MSC) eru frumur eru upprunnar i mesenchyme eda
bandvefs-kimlagi fésturs sem er upprunnid i mesoderm hluta fésturvisis. Mesoderm proskast
m.a. yfir { blodrasarkerfid, vodva, bandvef, bein og brjosk og synt hefur verid fram 4 med
Oyggjandi hatti ad mesenchymal stofnfrumur geta sérhafst yfir 1 bein, brjosk og fitufrumur
[7, 11-14]. Reynt hefur verid ad sérhafa mesenchymal stofnfrumur 1 frumutegundir dr 6drum
kimlégum fésturvisa t.d. { taugafrumur eda forvera peirra en hvort pessar tilraunir hafi tekist
er mjog umdeilt og ekki hefur verid synt negilega vel fram 4 ad slik sérhaefing s€ moguleg
[15-18].

MSC stendur fyrir ,,mesenchymal stem cells* eda ,,multipotent mesenchymal stromal
cells“. 1 daglegu tali er yfirleitt talad um pessar frumur sem stofnfrumur. Mesenchymal
stofnfrumur in vitro eru i raun hopur sundurleitra (e. heterogeneous) frumna, stofnfrumna og
forverafrumna. Mesenchymal stofnfrumur eru einkjarna og hafa svipgerd, i rektunardisk, lika
fibréblostum p.e. eru flatar med anga ut fr4 midjunni, (mynd 3).

Mesenchymal stofnfrumur er m.a. haegt ad
einangra Ur beinmergi, naflastrengsbl6di og fituvef.
Nylega hefur komid fram { tilraunum & misum ad

mogulega mé einangra MSC frumur dr ndnast hvada

liffeeri likamans sem er [19]. Eins og 40ur kom fram er
ein tilgata ad uppruni og hlutverk MSC frumna in vivo er

Mynd 3: iitlit P5 Mesenchymal ad per séu til stadar um allan likamann 4 formi
stofnfrumna vr FCS reekt d degi 1
frumurnar eru breidastar { midjunni
utan um kjarnann og med anga 1t frd
midjunni. Stekkun: 400x

homeostasis) 1 vefjum [20]. Einnig ma velta fyrir sér hvort mogulegt hlutverk MSC frumna in

grannfrumna (e. pericyte) og ad venjulegt hlutverk

peirra in vivo sé ad stodga @dar og studla ad samveegi (e.

vivo, geti einnig verid ad 6rva nymundun 4 vef med pvi ad seyta vaxtadrvandi og @damyndar
vaxtarpdttum. Hins vegar eru ekki til fullkomnar sannanir fyrir pvi . Ekki er hagt ad

skilgreina mesenchymal stofnfrumur ut fra einni sértekri yfirbordssameind. Pvi er studst vid
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pad ad par tja eda tja ekki dkvedna samsetningu 4 yfirbordssameindum sem einnig finnast &
00rum frumum dsamt 6drum einkennum til ad skilgreina per vid einangrun peirra. Hér ad
nedan eru skilgreiningar settar fram af international society of cellular therapy (ISCT), til ad
reyna ad finna sameiginlega skilgreiningu 4 mesenchymal stofnfrumum: [7, 11, 13, 19, 21,
22]:
1. Per bua yfir hafileika til takmarkadrar
sjalfsendurnyjunar.
2. bar geta sérhafst yfir { frumugerdir sem eru upprunnar {
midlagi, a.m.k. bein-, brjésk- og fitufrumur (sja mynd 3).
3. ber loda vid plast.
4. Per tja dkvednar yfirbordssameindir p.4&.m. CDI105,
CD90, CD73 og CD29 en ekki adrar t.d. CD45, HLA-
DR og CD34 sem einkenna m.a. bl6dmyndandi frumur.

Erfidlega hefur gengid ad skilgreina MSC frumna in vivo. Ein tilgata hefur verid ad
MSC frumur sé ad finna innan um grannfrumur, eda séu einhvers konar forstig grannfrumna
[23]. Grannfrumur eru venjulega skilgreindar sem mjog greinéttar frumur { haredum,
slageedum og bldzedum. Grannfrumur hafa stéran kjarna og 1itid umfrymi. Utlit og tjaning
yfirbordssameinda hjd grannfrumum er misjafnt eftir stadsetningu peirra i likamanum og pvi 4
hvers konar &dum per eru { ndlegd vid [24].

Grannfrumur eru flestar 4 stodum par sem loftskipti eiga sér ekki stad 1 likamanum og
eru stadsettar par sem pekjufrumur @danna tengjast og pekja pannig svadi sem ekki hafa
pekjufrumur [24]. Grannfrumur teljast b&di til forverafrumna og sérhafdra frumna.
Grannfrumur geta proskast ut fra vefjasértekum stofnfrumum, eda fibréblostum (e.
fibroblast), vodvafibroblostum (e. myofibroblast) og/eda dr forverafrumum sem finnast {
blodrasinni [24]. Hlutverk grannfrumna eru medal annars ad stydja byggingarform héareda
og studla ad slokun pekjufrumna, styra ®daspennu og vidhalda jafnvagi innan &da og vefja,
mynda utanfrumuproétein, paer hafa hlutverk { dn@misvérnum likamans og studla ad
blédstorknun [24].

Mesenchymal stofnfrumur geta sérhafst yfir { frumugerdir sem eiga uppruna sinn {
mesenchyme, t.d. bein-, brjosk- og fitufrumur. Helstu stig pessara sérhafingaleida og annara

vidurkenndra sérhefingaleida (vodva,-sina- og stodfrumur { beinmerg) ma sja & mynd 4.
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Mynd 4: Sérheefingarleidir sem Mesenchymal stofnfrumur geta fario, talid frd vinstri er beinsérheefing sem
mest er vitad um, pd brjosksérheefing, svo vodvafrumusérheefing, mergfrumusérheefing, sérheefing yfir
sinafrumur (e. tendocytes). Minnst er vitad um sérheefingu Mesenchymal stofnfrumna yfir 1 fitufrumur og
adrar bandvefsfrumur. Pekking d sérheefingarferlunum minnkar frd vinstri til hegri. Myndin er fengin iir grein
Caplan og Briider, sjd ndnar myndaskrd

Bein

Bein- og brjéskvefir samanstanda af miklu utanfrumuefni sem hlutfallslega faar
frumur mynda [25]. Bein hafa mjog stadbundin hlutverk: Pau eru hreyfanleg fyrir tilstilli
adlegra vodva um lidamot og pau verja ndleg lifferi [26].

Beinmyndun hefst pegar mesenchymal stofnfrumur péttast { klasa og loda saman fyrir
tilstudlan vidlodunarsameinda 4 bord vid integrin, laminin og cadherin. I flestum klosunum
verda frumurnar ad brjéskfrumum, sem skipta sér og mynda utanfrumuprétein, adallega
collagen II og aggrecan en pegar frumuskiptingarnar hetta, stekka par og byrja ad mynda
utanfrumuefnid Collagen X. Brjoskfrumurnar valda svo sérh@fingu annarra brjéskfrumna yfir
i beinfrumur (e. osteoblast). Beinfrumurnar mynda svo grindarefnid sem einkennir bein {
ferli sem kallad er endochondarl ossification [26]. Beinmyndun getur lika 4tt sér stad {
gegnum myndun & beinforverafrumum, sem sérhafast yfir { osteocyte, sem mynda svo

beinvef i gegnum myndun 4 utanfrumuefni.

18



Brjosk

Til eru prjar gerdir brjosks 1 likamanum, hyaline brjésk, sveigjanlegt brjosk (e. elastic)
og trefjabrjosk (e. fibrocartilage). Algengasta brjéskgerdin i likamanum er svokallad ,,hyaline
brjosk sem verdur til pegar MSC frumur pjappast saman og sérhafast yfir 1 brjéskfrumur.
Brjosk er bandvefur sem samanstendur adallega af grindarefni (e. matrix) sem er ad mestu dr
collagen og proteoglycan og inniheldur 1itid af eiginlegum brjéskfrumum [25].

Brjéskmyndun hefst med sampjoppun bandvefs og MSC stofnfrumum par sem tjaning
utanfrumu préteina og vidlodunarsameinda, t.d. Collagen II, N-cadherin, N-cam og tenascin
C, fer 1 gang.

Hyaline brjésk finnst { nefi, barka og vid rifbein. Sveigjanlegt brjésk er hyaline brjosk
med meiri teygjanleika par sem teygjanlegar trefjar umlykja brjéskfrumurnar og breidast um
vefinn. Sveigjanlegt brjosk er { eyrunum og myndar einnig barkalokid. Trefjabrjosk er péttur
trefjarikur vefur med litlum svedum af hyaline brjéski. Pessa gerd brjosks er ad finna {

diskum vid lidi og 4 tengiflétum lida og sina vid bein [27].

Fita

Fituvefur geymir orkuforda likamans, framleidir hita, hefur hlutverk {
orkuefnaskiptum, geymir horménafordann og styrir inntoku faedu, frjdsemi, &xlun og
bl6dmyndun auk pess ad verja bein fyrir dverkum. Fita finnst adallega undir hidinni og utan
um helstu innri liffeerin [28]. Fituvefurinn er samsettur ur fitufrumum sem er radad upp {
prividdar grindarefni dr collagen sem { er einnig ad finna &dapelsfrumur, sléttar vodvafrumur
og fibrdblastar [28].

Fituvefur tjdir og seytir ymsum lifvirkum (e. bioactive) peptidum sem kallast einu
nafni adipokines og 4 patt { styringu ymissa liffreedilegra ferla, par 4 medal orkuefnaskiptum,
taugabodum og starfsemi dn@miskerfisins [29].

Auk pessa hafa verid birtar ranns6knarnidurstodur sem benda til pess a0 MSC frumur
geti sérhaefst yfir { vodvafrumur, taugafrumur, hjartavodvafrumur og moégulega adrar
frumugerdir [30]. Pessar nidurstodur eru hins vegar umdeildar og ekki eru allir sattir hvort

raunveruleg sérhaefing hafi nadst fram i pessum tilvikum [31].
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Oncemisbelandi dhrif

Mesenchymal stofnfrumur geta valdid 6n@misbalandi dhrifum sem felast m.a. { pvi
ad pear hindra proskun angafrumna [32], breyta svipgerd CD4" hjalparfrumna og minnka
eiturahrif og drapsgetu CD8" frumna og néttdrulegra drdpsfrumna (e. Natural killer cells
(NK)) [33, 34]. Mixed lymphocyte reaction (MLR) préf ganga 1t 4 pad ad athuga
fjolgunargetu T frumna [35] { ndvist hindrandi efna eda frumna sem ekki eru T frumur en hafa
hindrandi 4hrif 4 frumufjolgun T frumnanna. Pegar T frumur dr 2 einstaklingum eru rektadar
saman fer mikil frumufj6lgun { gang hjd badum frumugerdunum par til 6nnur tekur yfir og
utrymir hinni vegna pess ad hvor frumugerdin fyrir sig skynjar hina sem utanadkomandi
frumur. Sé petta gert 1 ndvist mesenchymal stofnfrumna sem hafa 6n@misbalandi dhrif @tti
fjolgunargeta T frumnanna ad minnka. Einnig er hegt ad framkvaema MLR préf med T-
frumum ur einum einstaklingi { navist MSC eda efni sem hindrar frumufjolgun T-frumnanna.
Verid er ad préa medferdir byggdar 4 onemisbalandi dhrifum MSC gegn graft versus host
disease (GvHD) og 6drum 6n@mistengdum sjikdémum [36].

MSC frumur eru adladandi kostur til leknisfredilegra medferda par sem pear eru
audraktanlegar, fjolhaefar og hegt er ad erfdabreyta peim [37]. Par sem ad mesenchymal
stofnfrumur hafa on@misbalandi ahrif og valda litlum sem engum 6na&misvidbrogdum pvi
per tja ekki yfirbordssameindir, til demis MHC class I og CD28 hjélparsameindir og fleira
er mogulega haegt ad nota par vid leknisfredilegar medferdir an pess ad fullkomid
vefjaflokkasamremi sé 4 milli frumna gjafans og pegans. Sem demi veri hagt ad nota
sérhafingargetu mesenchymal stofnfrumnanna til ad endurnyja laskada vefi, t.d. beinbrot og

skaddad brjosk pa annad hvort in vivo eda in vitro og pa med igraedslu.

1.4 Bl6dflogulysit

1.4.1 Bloofloguforverar (megakaryocyte) og myndun blédflaga

Bloodfloguforverar (e. megakaryocyte) eru storar fjollitna frumur sem finnast {
beinmerg. Fyrsta proskastig pessara frumna kemur fram sem stérar basak@rar frumur med
stora kjarna midad vid sterd umfrymisins. Pegar frumurnar proskast minnkar kjarninn midad
vid umfrymid og frumurnar verda syrukerar [38].

Einkenni bl6dfloguforvera eru medal annars fjollitna kjarni, pokkun umfrymis peirra
nidur { himnubundnar agnir, sem sagt bl6dflogurnar, myndun péttra korna sem innihalda

adenine kirni, neuropeptide og tvigildar katjonir og myndun o-korna. o-korn myndast liklega
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ur Golgi kerfinu pegar blodfloguforverinn proskast. Pessi korn eru um 200-500 nm { pvermal
og innihalda plasmaprétein og prétein sem eru myndud innan frumunnar, t.d. membane
glycoprotein IIb sem er adeins tjad af bl6dfloguforverum og bl6dflogum [39].

Myndun blédflaga hefst 4 pvi ad bl6dfloguforverar senda Gt himnubundnar
forblodflogubrot sem brotna svo nidur i smerri brot og mynda pannig bl6dflogur [38]

(mynd 5).
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Mynd 5: myndun blodflaga tir blodfloguforverum, pvi steerri sem blédfloguforverinn verdur pvi
fleiri blodflogur myndast vir honum. Mynd fengin vir heimild 35, sjd ndnar heimilda- og
myndaskrd

Naked
MNucleus

1.4.2. Blooflogur

B160fl6gur eru 2-3 um breidar himnur utan um umfrymi med 6llum helstu
frumuliffeerum frumunnar ad undanskildum kjarna, Golgikerfis og mitésukerfis (mitotic
system). Yfirbord blodflaga einkennist af pykkum proteoglycan hjup sem kallast glycocalyx
og getur pad myndad mjoar tengingar 4 milli bl6dflaga eda bl6dflogu og kollagentrefja [40].

B160fl6gur innihalda mikid af vaxtarpattum i svokolludum innanfrumukornum, a- og
B-korn. Dami um vaxtarpetti innan blédflaga eru platelet-derived growth factor (PDGF),
epithelial growth factor (EGF), vascular endothelial growth factor (VEGF), basic fibroblast
growth factor (b-FGF), insulin-like growth factor (IGF) og transforming growth factor 3
(TGFB). Vid saramyndun safnast bl6dflogur ad sarinu og seyta tt vaxtarpatttunum PDGF og
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TGF-f [41] og thrombin sem virkar sem vidlodurnarsameind & milli bl6dflaga svo per mynda

hradur og stodva bledingu [37].

1.4.3. Notkun blodflaga i laeknisfraedilegri meofero

begar gréun sara hefst er vaxtarpattunum seytt tt eftir ad bl6did byrjar ad storkna og
4 innan vid klukkutima hefur 95% beirra verid seytt tit dr bl6dflogunum. Vaxtarpaettirnir
bindast strax vid vidtaka 4 yfirbordi n@rliggjandi fruma og hefur verid synt ad mesenchymal
stofnfrumur, beinfrumur, fibréblastar, innanpelsfrumur (endothelial cells) og pekjufrumur
(epithelial cells) tja pessa vidtaka [42].

Vegna pess ad blodflogupykkni innhalda mikid af bl6dflogum innihalda pau lika
mikid af vaxtarpattum sem hefja gréun sdra og bl6dflogur seyta. Pessir vaxtarpettir eru medal
annars, prjar handhverfur PDGF (PDGFaca, PDGFBB og PDGFof), TGFB-1 og TGFB-
2,VEGF og EGF [43]. Auk bess ad koma af stad gréun sdra virka vaxtarpattirnir PDGF,
VEGF, IGF og TGFJ hvetjandi 4 beinsérhefingu [44]. BI6dflogupykknin innihalda einnig

fibrin, fibronectin og vitronectin sem eru vidlodunarsameindir sem koma vid ségu {

uppbyggingu beins
og bandvefs [43]. Fresh Old

Notkun
bl6dflogugela hradar
gréun sira og

endurmyndun vefja,

stodvar bledingar,

gerir vid laskada vefi

og berst & moti mynd 6: Utlitsmunur d ferskum og eldri blédflogum. Fersk blédflaga (fresh) til vinstri er
P kringlott og hefur slétt yfirbord. Eldri blodflaga (old) til heegri er oregluleg i logun og
sykingum [45, 46]. hefur hrjiift yfirbord. Mynd fengin tir heimild 48, sjd ndnar heimilda- og myndaskrd.

B160flogur eru helst notadar i medferd sjiklinga sem hafa 6edlilega litid af bl6dflogum
(thrombocytopenia), t.d. sjiklingar sem eru { efnamedferd (e. chemotherapy) vegna
krabbameins eda pegar dvirkjun beinmergs 4 sér stad [40, 47] t.d. fyrir beinmergsgjof {
hvitbladissjiklingum.

B160fl16gugjof med ferskum blodflogum gefur betri dtkomu en gjof 4 eldri bl6dflogum
[48-52]. Munur er & utliti, (mynd 6), yfirbordssameindum, hafileika til pjoppunar og
vidbrogdum vid breytingum 4 jonamagni i umhverfi bl6dflaganna eftir pvi hvort par eru

ferskar eda eldri [49].
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1.4.4 Blooflogulysot til rektunar 4 mesenchymal frumum

Par sem kalfasermi og adrar dyraafurdir sem notadar eru vid rektun 4 stofnfrumum
geta mogulega borid med sér sykjandi agnir (prion og veirur) er @skilegt ad reyna ad finna
mennsk naringarefni sem komid geta 1 stad kalfasermis til ad reekta upp mesenchymal
stofnfrumur til leeknisfreedilegrar medferdar. Synt hefur verid fram & ad haegt er ad nota
bl6dflogulysot in vitro til rektunar & MSC frumum og til sérhefingar [37, 53-60].

Synt hefur verid fram 4 ad fjolgun MSC frumna med bl6dflogulysotum hafi ekki
neikvad dhrif 4 sérhafingarhafni peirra né breyti svipgerd peirra

Pad hefur ekki verid athugad ad fullu, hvort hagt sé ad nota ttrunnar

bl6dflégueiningar 1 pessum tilgangi.
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2. MARKMID

Markmid pessa verkefnis var ad fa hugmynd um 4hrif Gtrunninna blédflaga 4 fjolgunar- og

sérhefingarhafni mesenchymal stofnfrumna. Til vidmidunar var notad kdlfasermi sérstaklega

valid til rektunar & mesenchymal stofnfrumum. Til ad na fram peim upplysingum settum vid

fram fjogur megin markmid:

e Utbiia verkferil til framleidslu 4 bl6dflogulysotum tr Gtrunnum og ferskum
bl6dflogueiningum.

e Kanna ahrif 4 fjolgun og svipgerd mesenchymal stofnfruma vid pad ad rekta paer {
bl6dflogulysdtum unnum Ur ferskum eda dtrunnum bl6dflogum.

e Kanna ahrif pess 4 sérhefingarh@®fni mesenchyaml stofnfrumna, ad fjolga peim {
blodflogulysdtum unnum Ur ferskum eda ttrunnum bl6dflogum.

e Setja upp adferd til ad kanna dhrif 4 6nemisbalandi dhrif mesenchymal stofnfruma vid

pad ad raekta paer i blodflogulysdtum unnum ur ferskum eda ttrunnum bl6dflogum.
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3. EFNI, AHOLD OG ADFERPIR

3.1 Blooflogulysot

Bl160flogupykkni (e. Platelet rich plasma (PRP)) var utbtiid pannig ad fimm
buffycoatpokar fra bl6dgjofum dr sama flokki O+ voru valdir saman. Geymslulausn
(plasma) var steriltengd vid buffycoat einingarnar og einingunum var safnad saman i einn
geymslupoka og honum velt til ad blanda innihaldinu saman. Safnpokar voru spunnir nidur 4
1552 rpm 1 6 minutur vid 20°C 4 Sorvall skilvindu. Hverju bl6dflogupykkni var skipt upp {
tvo hluta og annar hlutinn geymdur i bl6dfloguskép 4 lokudum lager vid 20-22°C { 5-6 daga
en hinn hlutinn frystur nidur vid -80°C samdagurs (HPL F). Pegar 5-6 dagar h6fdu 11610
taldist 1bl6dflogupykkni vera drelt og 6heaft til notkunar fyrir sjiklinga. P4 var pokinn sem
var geymdur tekinn og frystur nidur vid -80°C (HPL U). begar timi gafst til, yfirleitt daginn
eftir frystingu, voru bl6dflogupykknin afpidd { 37°C vatnsbadi og medhondlud pannig ad
vokvanum var skipt upp 1 13 ml skammta { 15 ml falconglésum og pau spunnin nidur vid um
923 x g (2190 rpm, rotor 8) 1 30 mindtur til ad losna vid frumuhimnur og annad hrat. Flotid
var tekid af med pipettu og 1atid renna i gegnum 40 pm siu til ad audvelda filtrun sem a eftir
kom. Eftir sfunina var vokvinn filtradur, fyrst med 0,45 um stericup filter undir prystingi fra
loftdaelu og svo med 0,22 pum stericup filter. Afurdin kallast bl6dflogulysat og var notud sem

naringarefni { @ti til rektunar 4 stofnfrumunum.

3.2 Reektun

,Mesenchymal stofnfrumur { pridju umsaningu ( P3) voru notadar sem upphafsfrumur.
Skipt er um @ti 4 3 til 4 daga fresti og frumum umsad 4 5-7 daga fresti eda pegar pétttleiki
peirra var ordinn um 80-90% confluency. Eftir hverja umsaningu, pegar frumurnar hafa fest
sig vid nytt yfirbord, heekkar P-nimerid um einn®.

begar bein-, brjosk og fitusérhaefingar voru settar af stad voru frumurnar ordnar P5.
Umséningar voru gerdar pannig;

1. At hellt ur flosku og afgangseti skolad af frumum med 5 ml af PBS,

2. 5 ml af 1x Trypsin/EDTA sett ut 4 frumurnar og flaskan sett inn { hitaskap { 3-5

minutur eda par til flestallar frumurnar h6fdu losnad af (athugad { smasjd).

3. Pbegar allar frumurnar voru lausar var trypsinid hlutleyst (e. neutralized) med

jafnmiklu @ti og notad var af trypsininu (5 ml).
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4. Trypsinlausnin med frumunum { var svo spunnin nidur vid 1750 rpm { 5 minutur,
flotinu hellt af og frumu-pelletinn leystur upp 1 1 ml af @ti. Pa var komin frumlausn
sem hagt var ad sa aftur { rektunarilat og gera prof 4.
5. Frumurnar voru taldar 4 talningagleri og frumufjoldi reiknadur skv. formdlu (1),
sja ad nedan.

Raktir voru settar upp med premur @tisgerdum:

1. 10% kélfasermi (FCS), notad var MSC qualified fetal bovine serum (Invitrogen,
Carlsbad,CA, USA) (Cat # 12662-011) i Dulbecco‘s minimum essential medium med
vidbattri neringarlausn F12 sem gefur meiri stddugleika { rektum og samleitari
rektunarskilyrdi (DMEM/F12) (Invitrogen)

2. 10% ferskt blooflogulysat { DMEM/F12 (HPL F)

3. 10% drelt bl6dflogulysat { DMEM/F12 (HPL U).

Tafla 1 synir samsetningu @®tanna Pegar skipt er um @ti eru lausar frumur sem ekki hafa fest

sig vid botn rektunarilitsins fjarlegdar med @tinu.

10% FCS =ti 10% HPL F &ti 10% HPL U xti
45 ml DMEM grunnati 45 ml DMEM grunnati 45 ml DMEM grunnati
5 ml kélfasermi (FCS) 5 ml ferskt 5 ml dtrunnid
blodflogulysat(HPL F) bl6dflogulysat(HPL U)
200 pl heparin 200 pl heparin

begar frumum er umsad parf ad setja dkvedinn frumufjolda 1 reektunarilatid sem notad
er (tafla 1). Til ad komast ad pvi hve margar frumur hafa verid losadar af er notast vid
talningar en per fara pannig fram ad 475 pl af leysi (PBS, ®ti eda trypan blue) eru settir { 1itid
tilraunaglas og 25 pl af frumulausn eru leystir upp 1 leysinum, 20-30 ul syni var tekid ur
lausninni og sett 4 talningagler. Talid var { 4 x 16 reitum og frumufjoldi reiknadur sem svo:

Frumufioldi = fiolditalinna fruzma { hverjumreit N X1~63,2 < 10° = ¥ x10° fmmu%d

3.3 Frumufjolgun

Fjolgun frumnanna var athugud med MTT préfum og CFU-F pr6fum, sem eru tutskyrd

hér ad nedan.
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MTT préf ganga 1t 4 pad ad dkvednum fjolda frumna (vid notudum 2.500 frumur) er
s4d { hverja holu { 96-holubakka og l4tnar vaxa yfir 4kvedid timabil. A dkvednum
timapunktum, (dogum 1,3, 5 og 7) er hvarfefnid MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyl tetrazolium bromide) sett tt { holurnar. Hvarfid gengur 1t 4 ad gult vatnsleysanlegt
MTT breytist { fjolublaa, 6vatnsleysanlega formazan kristalla med tilkomu dehydrogenasa {
hvatberum frumnanna. Adeins lifandi, virkar frumur eiga ad taka efnid upp p6 eitthvad sé um
ad MTT sem sett er tt { @ti 4n frumna myndi fjélublda formazan kristalla sjalfkrafa.
Formazan myndunin er t.d. had styrkleika MTT lausnarinnar og eiginleikum frumulinunnar
sem notud er. Styrkleiki fjolublda litarins og hvort hagt sé ad endurtaka nidurstddurnar
tengjast beint samleitni frumnanna og efnaskiptaferlum peirra. Notad var MTT cell
proliferation kit (ATCC, Boras, Svipj6d). Petta kit inniheldur MTT reagent sem er hvarfefnid
og MTT reagent detergent sem er sdpuefnid. MTT préfin okkar voru sett upp pannig ad 3000
frumum var sad { hvern brunn { 96-holubakka (Nunc, Roskilde Danmork) 1 100 pl af &ti ad
rdmmali { minnst pririti fyrir hvert @ti fyrir hvern timapunkt (dagar 1, 3, 5 og 7). MTT
hvarfefnid var sett ut 4 frumurnar og 14tid inn { rektunarskap vid 37°C, 5% CO, styrk i 4 klst
en 4 pessum tima téku lifandi frumur upp hvarfefnid og myndudu formazan. Nasta skref var
ad na formazan kristollunum ut dr frumunum med pvi ad setja sapuefni ut & bakkana og peir
settir { 37°C hita vid hristing { 2 klst til ad sprengja allar frumurnar sem h6fou tekid upp litinn.
begar buid var ad leysa upp allan litinn og gera lausnina { hverjum brunni einsleita var farid
med bakkana 1t { Laknagard og 1j6sgleypnin meld vid 570 nm tvisvar sinnum og 650 nm
einu sinni, 570 nm melingarnar syndu frumufjolgunina, p.e. pvi meiri ljésgleypni, pvi meiri
frumufjolgun og 650 nm meldu frumubrot og daudar frumur. Ljésgleypnin (e. optical
density (OD)) er reiknud med formdalu 2:

OD = frumurs,,,, — @®lis;,,, — frumurg,,, (2)

CFU-F stendur fyrir colony forming unit-fibroblasts og gengur ut 4 pad ad sa dkvednu
magni af frumum { skélar og rekta i 14 daga samfleytt og athuga hversu margar kéloniur
myndast 4 pessum tima. Gengid er ut frd pvi ad hver kélonia komi af einni frumu sem hefur
fest sig vid botninn 4 brunninum og fjoldi stofnfrumna er reiknadur sem hlutfall af peim
fjolda frumna sem s4d var { upphafi.

Adferdin sem vid férum eftir sagdi ad sa ®tti 150 frumum { 56,75 cm’ petriskélar og
skipta um 10 ml af @®ti 4 3-4 daga fresti 4 medan profid stedi yfir. Petta fannst okkur purfa
adeins of mikid @ti og dkvadum pvi ad gera minni préf med farri frumum. Vid notudumst

vid 6-holubakka (Nunc) en hver brunnur 1 peim er um 10 cm?. Par sem 150 frumur 4ttu ad
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fara { 56,75 cm® reiknudum vid tt ad 25 frumur veri hafilegur fjoldi { hvern brunn { 6-
holubakka, sja ad nedan. Pegar frumurnar h6fou verid rektadar { 14 daga { hverju @ti fyrir sig
i sexriti, voru per litadar med 0,05 % crystal violet i methanollausn { 30 mindtur og kéloniur

taldar.

3.4 Svipgeroargreining

Svipgerdargreining var gerd med métefnalitun. Oll métefni voru keypt af Becton
Dickinson and company, Franklin Lakes, NJ, USA; CD29PE-Cy5 (Cat # 559882),
CDA4SFITC (Cat # 345808), CD73PE (Cat # 550257), CD90PE (Cat # 555596) , CD105PE
(Cat# PN A07414 ) og anti-HLA-DRPerCP (Cat # 347402) métefni voru notud, dsamt
FACScalibur tzki fra Becton Dickinson.

U.p.b. 100.000 frumur voru litadar med 5 pl af hverju métefni og latnar standa {
myrkri vid stofuhita { 15 minttur par til liturinn hafdi dreifst um synid. P4 var 300 pl af PBS
batt ut 1, synid hrist til blondunar og 10.000 frumum safnad { FACScalibur teki og

nidurstddurnar greindar med CellQuestPro hugbtinadi (version 4.0.2).

3.5 Sérheefingar

Par sem mesenchymal stofnfrumur teljast ekki mesenchymal stofnfrumur nema ad
geta sérhafst yfir { frumutegundir upprunnar tr midlagi, t.d. bein-, brjosk-, eda fitufrumur
settum vid upp bein-, brjésk- og fitusérhafingar til ad syna fram 4 ad frumurnar sem vid

vorum ad vinna med hefdu hafileika til ad sérhafast yfir 1 fleiri en eina frumutegund.

3.5.1 Beinsérhaefing

Sérhefing mesenchymal stofnfruma yfir { beinfrumur er mjog vel skilgreint ferli eins
og sést d mynd 4. Eftir ad frumurnar h6fdu verid { @tisgerdunum premur { 1 viku var peim
540 vid péttleika 4000 frumur 4 cm® i 24-holubakka fyrir Alizarin red S litun sem synir
kalsfumitfellingar, 4000 frumur 4 cm”. 125 cm? rektunarfléskur fyrir RNA einangrun til ad
kanna tjaningu 4 osteopontin og osteocalcin. 4000 frumur/cm? { synaglersfloskur (e. slide
flasks) fyrir von Kossa litun sem synir steinefnadtfellingar, sem @ttu allar ad vera
kalsfumitfellingar par sem um beinsérhefingar er ad r&da. Pegar frumurnar h6fdu fest sig
vid botn rektunarildtanna yfir nétt var @tinu 4 peim skipt dt fyrir beinsérhaefingarati (Lonza,
Basel, Sviss) sem inniheldur Dexamethasone, L-Glutamine, ascorbate,

penicillin/streptomycin, MCGS (vaxtarpettir) B-glycerophosphate.
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3.5.2 Brjosksérhzefing

Frumurnar voru settar upp 1 hverju @ti fyrir sig og raektadar i 1 viku og 250.000
frumur fyrir hvern pellet voru skoladar og feerdar { 1,5 ml eppendorfglas (REF. 72.690
Sarstedt, Niimbrecht, Pyskaland) par sem par voru spunnar nidur { 6fullgerdu
brjosksérhafingareti, sem inniheldur dexamethasone, ascorbate, ITS og naringarefni,
penicillin/streptomycin, sodium pyruvate og proline (Lonza), 150 xg { 5 minutur vid stofuhita.
Pelletarnir voru raektadir 1 21 dag og skipt var um eti 4 priggja daga fresti. Settir voru upp 5
pelletar fyrir hverja @tisgerd. [ annad hvert sinn sem skipt var um @ti var ferskt fullgert zti
buid til med pvi ad blanda 7,5 pl af TGF-B3 1t { 15 ml af 6fullgerdu brjésksérhafingaraeti
(lokastyrkur TGF-B3 var 10 ng/ml).

3.5.3 Fitusérhaefing

Eins og sést 4 mynd 4 er minnst vitad um mismunandi prep fitusérhafingarinnar af
peim sérhfingum sem vid framkvemdum. A sama tima og frumur voru settar upp i beinrakt
var fitusérhefing sett upp en radlagdur péttleiki frumnanna fyrir fitusérhaefingu skv.
framleidanda var 10.000 frumur 4 cm”. Fitusérhafingar fyrir Oil red O litun voru settar upp {
24-holubdkkum og slide floskum Oil red O litar fitub6lur innan frumna raudar og synir fram a
fitusérhefingu par sem engar adrar heilbrigdar frumur likamans en fitufrumur mynda
fitubSlur. Fyrir RNA einangrun var frumunum s4d { 25 cm” raektunarfloskur vid 10.000
frumur 4 cm? péttleika eda 250.000 frumur { hverja flésku. Frumurnar voru latnar nd 60-85%
pekju i hverju @ti fyrir sig 40ur en pvi var skipt ut fyrir fitusérhafingareti (Invitrogen,

Carlsbad, CA, USA).

3.6 Mixed lymphocyte reactionassay (MLR)

Vitad er til pess ad mesenchymal stofnfrumur hafi 6n@misbelandi dhrif og eru pau
athugud { svokolludu mixed lymphocyte reaction préfi eda MLR préfi [61]. [ likamanum geta
Mesenchymal stofnfrumur haft bein dhrif 4 T frumur med snertingu milli frumugerdanna eda
par geta haft 6bein dhrif & T frumurnar med pvi ad breyta proskun angafrumna [36]. Einnig
hafa Mesenchymal stofnfrumur dhrif 4 seytun angafrumna 4 bodefnum (e. cytokine) um allt
ad helming, Ty; frumur sem eru raektadar i navist mesenchymal stofnfrumna seyta minna
IFN-a en Ty; frumur sem eru rektadar sér. NK frumur sem eru orvadar med IL-2 seyta IFN-y
en sé petta gert 1 ndvist Mesenchymal stofnfrumna minnkar magn IFN-y mikid [31].

Mesenchymal stofnfrumur seyta ymsum bodefnum { venjulegri rekt, p.4.m. interleukin-6
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(IL-6), interleukin-8 (IL-8), prostaglandin E2 (PGE,) og vascular endothelial cell growth
factor (VEGF). Vid samraktun mesenchymal stofnfrumna og stérkirningum dr bl6di (e.
PBMC) seyta mesenchymal stofnfrumurnar meira magni af pessum bodefnum [31]. PGE,
leikur stért hlutverk 1 6n@misbalandi dhrifum mesenchymal stofnfrumna.

Heagt er ad nota phytohemagglutinin (PHA) til ad 6rva T frumurnar til
frumuskiptingar [31] { stadinn fyrir ad nota T frumur dr 2 einstaklingum.

Mixed lymphocyte reaction eda MLR préfin okkar gengu 1t 4 pad ad athuga hvort
Mesenchymal stofnfrumur sem rektadar hafa verid 1 FCS ti, &ti med fersku bl6dflogulysati
og @ti med utrunnu blodflogulysati hafi mismikil baelandi hrif 4 fjolgun T frumna. MLR
prof voru sett upp pannig ad 4 degi 0 var 50.000 Mesenchymal stofnfrumum sad i 12-
holubakka. A degi 1 voru par frumur sem ekki hfdu fest sig fjarlegdar og brunnum med 1
um filter komid fyrir { 12-holubrunnunum svo botninn 14 ofan 4 mesenchymal
stofnfrumulaginu. 1 pessa brunna var svo 500.000 T frumum s4d { 1 ml rimmali. T frumur
voru einangradar Ur buffycoat einingu med pvi ad einangra fyrst peripheral blood
mononuclear frumur (cells) eda PBMC med ficoll adferd;

1. Teknir 50 ml af bl6di ur buffycoat-einingu og pynntir til helminga med PBS (25 ml
blod 1 25 ml af PBS), gefur 100 ml af pynntu bl6di.
2. 12,5 ml af ficoll lausn komid fyrir { 4 nyjum 50 ml glésum og 25 ml af pynntu bl6di
pipettadir varlega ofan 4.
Glosin spunnin nidur vid 2000 rpm &n bremsu i 20 mindtur.
Flotid tekid af og hvitfrumu-laginu dr 2 glosum safnad { nytt glas.
Fyllt upp 1 50 ml med PBS og spunnid nidur vid 1700 rpm (med bremsu).

A

Pellet leystur upp 1 1x lysis buffer sem eydir raudum bl6dkornum og 14tid standa { 2
minutur til ad leyfa buffernum ad virka.

7. Fyllt upp ad 50 ml med PBS og spunnid nidur vid 1200 rpm (med bremsu).

8. Frumurnar taldar 40ur en gerd er T frumu einangrun.
bessar frumur eru litadar med CD3 microbeads (CD3 er sértaekt fyrir T frumur) og settar 4 LS
stlu sem einangradi T frumur. Eftir samraktun pessara frumutegunda i 24-48 klst voru svo
gerd MTT préf & T frumunum pannig ad 100 pl af T frumuraekt dr hverjum brunni var komid
fyrir i 96-holubakka, 10 ul af MTT reagent settir ut i og bakkinn settur inn { reektunarskap 1 4
klst. P4 voru frumurnar sprengdar med 100 pul af MTT reagent detergent og 1josgleypni

meld. Frumufjolgun var svo reiknud skv. formdlu (2).
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3.7 Meaelingar a innihaldi ymissa vaxtarpatta i blooflogulysotum

Til ad kanna innihald bl6dflégulysatanna gerdum vid svokollud cytokine assay sem

mela ymis 6n@misbodefni (e. cytokine) og vaxtarpetti. Til pess ad gera petta purfti ad

spinna nidu utfellingar sem myndast hofdu 1 bl6dflogulysotunum til pess ad taka syni sem

hagt var ad vinna med Ur peim. Syni Ur bl6dflégulysdtunum voru mald med synum sem

verid var ad kanna ur chitosan tilraunum sem Ramona framkvaemdi. Par sem unnid var med

fullnyttan bakka purfti ekki ad loka brunnum sem ekki voru notadir med sjalflimandi ali en

annars er pad gert { byrjun. Framkvemd préfanna er gerd med tilbunu setti (e. kit) fra

Affymetrix. Petta sett kallast Procarta® cytokine assay kit og er sérstaklega hannad fyrir

préfanir & @tissynum Ur frumurektum. Unnid var eftir adferdalysingu frd framleidanda:

1.

10.

1.

12.

Filterbakkinn var bleyttur med pvi ad setja 150 ul af reading buffer 1 brunnana og 14tid
standa vid stofuhita i 5 minutur en p4 var bufferinn fjarlegdur med sogi.

Hrist var upp { métefnakululausninni (antibody beads) og 50 ul af peim bett ut {
brunnana. Lausnin var svo fjarlegd med sogi.

Motefnakulurnar voru skoladar med 150 ul af 1X washing buffer og hann svo sogadur
af. Botn bakkans var perradur 4 pappirspurrku.

50 pl af syni var komid fyrir { hverjum brunni og bakkanum lokad med sjalflimandi
alpynnu.

Bakkinn var vafinn { dlpappir og komid fyrir 4 hristara og hristur { 60 minttur vid
stofuhita eins hratt og hagt var 4n pess ad hann ferdist tr stad.

Alpynnan var fjarlegd og allur vikvi fjarlegdur med sogi.

Bakkinn var svo skoladur prisvar med 150 pl/brunn af 1X washing buffer og botn
bakkans perradur ad pvi loknu med pappirspurrku.

25 pl af svarmétefni voru settir 1 hvern brun og bakkanum lokad med sjalflimandi
alpynnu

Bakkinn var vafinn { dlpappir og komid fyrir 4 hristara og hristur { 30 minutur vid
stofuhita eins hratt og hagt var dn pess ad hann ferdist dr stad.

Alpynnan var fjarlegd og allur vokvi fjarlegdur med sogi.

Bakkinn var svo skoladur prisvar med 150 pl/brunn af 1X washing buffer og botn
bakkans perradur ad pvi loknu med pappirspurrku.

50 pl af Streptavidin-PE var komid fyrir { hverjum brunni og bakkanum lokad med
sjalflimandi alpynnu.

Bakkinn var vafinn { dlpappir og komid fyrir 4 hristara og hristur { 30 minutur vid

stofuhita eins hratt og hagt var dn pess ad hann ferdist dr stad.
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13. Alpynnan var fjarlaegd og allur vikvi fjarlegdur med sogi.

14. Bakkinn var svo skoladur prisvar med 150 ul/brunn af 1X washing buffer og botn
bakkans perradur ad pvi loknu med pappirspurrku.

15. P var 120 pl af reading buffer kkomid fyrir { hverjum brunni og bakkanum lokad
med sjalflimandi dlpynnu.

16. Bakkanum var vafid { dlpappir og hann hristur i 5 minudtur vid stofuhita eins hratt og
hagt var 4n pess ad hann ferdist tr stad.

17. Ad pessu loknu var bakkinn maldur i Luminex.

Tafla 2: hlutverk onemisbodefna og vaxtarpdtta sem skodud voru.

cytokine Hlutverk

Hitahakkandi, virkjar T frumur og

IL1- atfrumur (e. macrophages).
Hitahakkandi og studlar ad vexti T
IL6
frumna og B frumna.
TNFa Boélgumyndandi og virkjar

innanpelsfrumur.
IL8 Bélgumyndandi.
L4 Boélgueydandi.
Bolgueydandi og belir starfsemi
IL10 .
atfrumna.
Virkjar NK frumur (drdpsfrumur) og
IL12p(40) studlar ad proskun CD4 T-frumna yfir {
Ty frumur.
Kallar hvitfrumur ad boélgum, studlar ad
RANTES fjolgun NK frumna (drédpsfrumna) og
virkjar par.
Vaxtarpattur sem 6rvar myndun nyrra
®da i fésturproskun.
Vaxtarpattur sem leikur mikilvagt
EGF hlutverk { stjérn frumuvaxtar og
frumufjolgunar.

VEGF




4. NIDURSTODPUR

4.1 Svipgeroargreining

Til ad kanna dhrif mismunandi gerda bl6dflogulysata og kalfasermis 4 svipgerd
frumanna og tjdningu yfirbordssameinda 4 peim, greindum vid frumurnar { 1j6ssmasja og
frumufledisjd. Petta var medal annars gert til pess ad ganga dr skugga um ad bl6dflogulysotin
hefdu ekki neikvad dhrif 4 form (e. morphology) MSC frumnanna eda hafileika peirra til ad
loda vid raektunarplast og skipta sér.

Greining 4 frumunum 1 [j6ssmdsjd syndi ad bl6dflogulysétin, par med talin pau sem
framleidd voru dr dtrunnum blédflogueiningum, hofdu ekki neikvaed ahrif 4 hafileika MSC
frumanna til ad festast vid raektunarplast og hindrudu par med ekki fjolgun peirra (mynd 7).
Ekki var hagt ad greina sérstakan mun 4 utliti frumnanna eftir 1 og 3 daga { rekt ad
undanskildu pvi ad frumur raktadar { HPL U virtust herpast meira saman og pvi var hagt ad

greina eydur 4 milli frumnanna eftir 7 daga 1 rekt ( mynd 7).

Dagur 7

Mynd 7: Deemi um iitlit frumna i reekt, d dogum 1 og 7. Steekkun 100X. n=2 (mismunandi gjafar) endurtekio 3

sinnum

Greining & tjaningu yfirbordssameinda syndi ad mismunandi rektunarskilyrdi breyttu
ekki tjaningu 4 yfirbordssameindum mesenchymal stofnfrumanna eftir 7 daga i rekt ( mynd

8). P6 matti greina mun 4 MSC frumunum sem raktadar voru { HPL U. baer frumur virkudu
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ekki eins einsleitar eins og frumur rektadar med HPL F og FCS. Mesenchymal

stofnfrumurnar voru jakvadar fyrir CD29, CD73, CD90 og CD105 en neikvadar fyrir HLA-

DR og CD45 og var pa alveg sama hvort paer hofdu verid rektadar med kélfasermi eda

bl6dflogulysotum ( mynd 8 og tafla 1). Vid skilgreindum per frumur jadkvaedar sem voru fyrir

2 2 . . , .
ofan 10” 4 x-skalanum en neikvadar sem voru par fyrir nedan. Par sem dvalt var um mikinn

mun ad reda voru ekki notud isotype specific métefni, sem vidmid. Bl6dflogulysotin virdast

ekki breyta tjaningu 4 yfirbordssameindum midad vid rektun med kalfaserminu (mynd 8) og

utlit frumna { raekt virdist ekki breytast til ad byrja med en 4 degi 7 eru frumur {

blodflogulysatrektunum péttari og adeins smerri en frumurnar { kdlfasermisrektunum.
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Mynd 8: Tjdning yfirbordssameinda stofnfrumnanna.
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Tafla 3: Tjdning yfirbordssameinda stofnfrumnanna.
Motefni gegn  FCS  HPLF HPLU

CD29 + + +
Cc45 - - -
CD73 + + +
CD90 + + +
CDI105 + + +
HILA-DR

4.2 Frumufjolgun

Nest var athugad hvort rektun MSC frumna { fersku og ttrunnu bl6dflogulysati breytti
fjolgunargetu og fjolgunarhrada frumnanna. Til ad greina fjolgunarhradann notudum vid
fjolgunar prof ( e. Proliferation assay) svo kallad MTT prof sem byggir 4 litarbreytingu tr
gulu yfir 1 fj6lublatt. Ljésgleypni er { beinu hlutfalli vid frumufjolda hverju sinni og er hiin
reiknud med eftirfarandi heetti:

OD = OD frumnas,, — OD cetis,, — OD frumna, (2)

MTT préfid syndi ad aukning vard { frumufjolgun pegar leid 4 rektunartimann, pangad til ad
frumurnar poktu retkunarbrunninn (mynd 9 og tafla 2). Frumufjolgun virdist betri {

blodflogulysatrektum en { kdlfasermisraektum.

Tafla 4: medaltol ljosgleypnimeelinga d 4 timapunktum.
fyrir hvert eeti n=1, 15endurtekningar fyrir hvert ceti
meelieining { 6llum tilvikum er OD fyrir ljosgleypni.

Dagur  FCS HPLF HPLU

1 0,0603  0,0649  0,0421
3 0,0979  0,1785  0,1313
5 0,0729  0,1911  0,1655
7 0,1762 0,31402  0,3965
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Mynd 9: Nidurstoour vir MTT profum yfir 7 daga timabi.,
A myndinni sést hvernig ljésgleypnin eykst med lengri
tima og bendir pad til pess ad frumufjoldi aukist eftir pvi
sem frumurnar eru lengur i reekt. FCS reektir eru syndar
med tiglum, HPL F reektir eru syndar med ferningum og
HPL U reektir med prihyrningum.n=1(gjafar), 15
endurtekningar fyrir hvert ceti.

CFU-F prof voru gerd til ad athuga sjalfsendurnyjunarhefileika mesenchymal
stofnfrumnanna sem vid unnum med og ad athuga hlutfall frumnanna sem toldust eiginlegar
stofnfrumur dr pessum sundurleita hépi frumna sem kallast mesenchymal stofnfrumur. Ekki
reyndist munur & fjolda kélonia sem frumur ur hverju @ti fyrir sig myndudu par sem ad
stadalfravikin voru ha (tafla 3). Einnig virtust kéloniur sem myndudust { kdlfasermisrektum
vera 1vid sterri en kéloniur ur bl6dflogulysatrektum (mynd 10).

CFU-F prof syna ad myndun kélonia er samskonar, sama hvort notud eru
bl6dflogulysot eda kalfasermi 1 rektirnar p.e. pad myndast jafnmargar kélonfur i HPL U og

FCS rektum p6 paer sem eru settar upp med kalfaserminu liti at fyrir ad vera staerri.
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Mynd 10: kokonir iir CFU_F profum. (A) synir kéloniur vr kdlfasermisreektum. (B) synir koloniur tir HPL F
reektum og (C) synir koloniur tir HPL U reektum. (D) synir medalfjolda kolonia vir hverri reekt i stoplariti, enginn
tolfreedilega markteekur munur var d milli etisgerda.

Tafla 5: nidurstodur tir CFU-F profum, n=2. 12 endurtekningar hvor
gerd ®tis  medalfjoldi kélonia  hlutfall stofnfrumna

FCS 5 5125

HPL F 3 3/25

HPL U 5 5/25
4.3 Sérheefingar

Sérhafingar voru framkvaemdar par sem eitt af pvi sem skilgreinir mesenchymal
stofnfrumur er hafileiki peirra til ad sérhafast { a.m.k. bein, brjosk og fituvefi. Til ad kanna
ahrif mismunandi rektunaradstedna 4 hefni MSC frumna til ad sérhafast voru paer rektadar {
eina umsdningu (7 daga) 1 @ti sem innihélt FCS, HPL F eda HPL U (10% v/v). Pvi nzst voru
frumurnar settar { sérhefingu yfir 1 beinfrumur, brjéskfrumur og fitufrumur ( sja nénar 1 efni

og adferdir).

4.3.1 Beinsérhaefing

Eftir 21 dag 1 beinfrumu-sérh@fingarati voru frumurnar greindar med von Kossa litun,
sem greinir steinefnamyndun (e. minerilization) { utanfrumuefni og alizarin red, sem greinir
kalkmyndanir (e. calcification) { utanfrumuefni. Vefjalitanir syndu ad frumurnar sem
rektadar voru med blodflogulysotunum sérhaefdust jafnvel ef ekki betur en frumur reektadar
med kdlfaserminu par sem sterkari litun kom fram 4 steinefnattfellingum 1 von Kossa litunum

{ MSC frumum sem hofdu verid forrektadar { HPL F og HPL U (mynd 11). Einnig var hagt
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ad greina beinhnuda { alizarin red lituninni { 6llum prem @tisgerdunum. Hins vegar reyndist

ekki moguleiki ad magnmela kalkmyndunina vegna teknilegra vandamala (mynd 12).

FCS

HPL U

)

Mynd 11: Von Kossa litun, bakgrunnslitun er gerd med nuclear fast red litun sem litar frumurnar
bleikar, steinefnaiitfellingar litast briinar. Steekkun 200x. Myndir skerptar med “autocorrect” {
“microsoft office picture manager”. n=2 (gjafar) 3 endurtekningar hver

FCS HPL F HPL U

Mynd 12: myndun beinhniida vir kalsiumiitfellingum i beinrcektum, litun med alizarin red S. n=2 (gjafar).

4.3.2 Brjosksérheefing

Brjosksérh@fing var framkvaemd { pellet frumurakt (sja nénar { efni og adferdir). Eftir
21 dag 1 brjéskfrumu-sérhafingarati voru pelletarnir teknir, skornir og litadir med
Hematoxylin-Eosin litun (HE). Litunin synir ad upprodun frumnanna { brjéskpelletunum var
eins og buast matti vid, feerri og kringlottari frumur { kjarna pelletsins og flatari frumur { jadri
pelletsins(mynd 13a, c, e). Einnig voru sneidar litadar med toluidine blue litunaradferd sem
litar sértaekt fyrir protepglycan { utanfrumuefninu (verdur fjélublatt). Brjosksérhafingin
virdist koma adeins betur ut { rektum med frumum forrektudum { FCS samanborid vid HPL
F og HPL U. Med HE litun m4 sjd ad i midju pelletsins sérhzfdum fr4 MSC frumum
rektudum { FCS ad lengra bil er 4 milli frumnanna og med Toluidine blue lituninni er merki
um utanfrumuefnismyndun (proteoclycan), sérstaklega i midju pelletsins. Brjosksérhafingin 1
MSC frumunum sem voru rektadar { HPL F og HP-U reyndist ekki vera jafn g60 og i FCS

@tinu. Frumurnar voru péttara saman og ekki virtist vera eins mikil utanfrumuefnismyndun {
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midju pelletsins, p6 var hagt ad greina proteoglycan myndin { jodrum beggja pellettana sem
rektadir voru ir MSC frumum fjolgudum { HPL @ti. Einnig var sjdanlegur sterdarmunur a

brjéskpellettunum, par sem ad frumur rektadar { FCS myndudu steerri pelletta (mynd 14).

Hematoxylin (HE) litun Toluidin blue litun

fxFCS

HPL F

HPL U

-

Mynd 13: Brjoskpelletar litadir med HE litun (A,C,E) til ad syna upprodun
frumnanna i pelletnum og toluidine blue litun (B,D,F) til ad syna utanfrumuefni.
Steekkun 100x. Myndir skerptar med “autocorrect” [ “microsoft office picture
manager”’n=2 (gjafar), 1 pellet iir hverri reekfor 1 litun.

4.3.3 Fitusérhaefing
Eftir 14 daga { fitusérhafingarati voru frumurnar litadar med Oil red O lit, sem litar
fitublodrur { frumunum (sem myndast { sérhaefingunni). MSC frumur sem fjélgad hafdi verid {

FCS syndu verri fitufrumusérhaefingu samaborid vid frumur sem fjolgad hafdi verid { HPL F

eda HPL U (mynd 14).

FCS HPL F HPL U
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Mynd 14: fitublodrur, litadar med oil red O lit d degi 15 uir ollum reektum. Myndir skerptar med “autocorrect” {
“microsoft office picture manager”. Steekkun 400x. n=2 (gjafar), 2 endurtekningar hvor

4.4 Mixed lymphocyte reaction prof

bad hefur verid synt fram 4 pad ad mesenchymal stofnfrumur geti haft dn@misbalandi
ahrif og pess vegna vildum vid kanna, med MLR préfi, hvort pad ad rekta MSC frumur {
bl6dflogulysati (HPL F, HPL U) hefdu sému ahrif. Hér 4 eftir eru birtar bradabirgda
nidurstddur ur MLR préfum sem sniia meira ad pvi hvernig pessi prof verda sett upp {
framtidinni. Vid hofum komist ad pvi ad best er ad nota 500.000 T frumur & méti 50.000
mesenchymal stofnfrumum { MLR préfum (mynd 17 og tafla 6). Besta frumufjolgunin naest
ef T frumurnar eru 6rvadar med phytohemagglutinin PHA (t6flur 7 og 8, myndir 15 og 17) og
rektadar { 10% FCS i DMEM eti i stad RPMI @ti (gdgn ekki synd).

Tafla 6: medaltal ljosgleypni (OD) iir mispéttum T frumurcektum med PHAsettar upp dn dhrifa MSC
Fjoldi T frumna 2.000.000 1.500.000 1.000.000 750.000 500.000 250.000
OD 0,421917 0,360842 0,288258 0,15855 0,14881 -0,0295

Pynningarbakki MLR

045
0.4
035 1 .
H .

0.3
025
0.2
0,15
0.1

Mynd 15: pynningar d T frumum (sett upp med PHA)
dn dhrifa fra Mesenchymal stofnfrumum

til ad dkvarda minnsta frumufjolda sem heegt var ad
vinna medd peegilegan hdt.n=1(gjafar) 3
endurtekningar .

Tafla 7: medalljosgleypni i MLR reektum dn PHA
3 syni uir hverri reekt

an PHA medaltal
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Viomid (an MSC)  0,0953

FCS 0,0673

HPL F 0,1015

HPL U 0,0584
MILR an PHA

M vidomid (an MSC)
0,14

FCS
0,12

0,1

m HPLF

0,08
oD
0,06

0,04

0,02

1

gerd wmtis

Mynd: 16: MLR sett upp dn efnis til ad orva
frumufjolgun (PHA). OD gildi eru of ldg til a0 heegt sé
ad vinna vr peim.d peegilegan hdtt.n=1(gjafar) prjdr
endurtekningar

Tafla 8: medalljosgleypni i MLR reektum med PHA (n=3)

med PHA medaltal
Vidmid (4an MSC) 0,18973
FCS 0,08103
HPL F 0,06662
HPL U 0,11903

bzling a fjolgun T frumna

Mynd 17: hlutfallsleg beeling MSC frumna iir hverri
eetisgerd midad vid viomidid sem var sett upp dn

Mesenchymal stofnfrumna n= 1 (gjafar), 3 endurtekningar
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D med M.
Baling =|1- 92 meOMSC A 160 (3
0D dn MSC
FCS beling =|1- 0,08103 x100 = 57 % beeling
0,18973

0,0662
0,18983

0,11903
0,18973

HPL F beling = (1 - jxlOO = 65% beeling

HPL U beeling = (1 - jxlOO = 37% beeling

4.5. Maelingar a 6naemisbodefnum og vaxtarpattum i bl6dflogulysotunum

Til ad fa einhverja hugmynd um hvad bl6dflogulysotin innihalda gerdum vid fjolpatta
cytokine assay, par sem ad vid greindum tjaningu 4 10 mismunandi vaxtarpattum og
onemisbodefnum. Pad kom ekki 4 dvart ad mikil janing var 4 hinum ymsu pattum {
bl6dflogulysstunum samanborid vid kdlfasermid (myndir 18-20 og tafla 6). Onzmisbodefni
eins og IL-6, IL8, IL-4, IL-12, IL1b, IL-10 og TNFa voru til stadar i bl6dflogulysotunum.
Einnig var ad finna vaxtarpatti eins og VEGF, EGF og efnaboda eins og RANTES. Enginn
sérstakur munur var 4 tjdningu pessara patta milli HPL F og HPL U, p6é matti greina ad { HPL
U var petta leegra. Hins vegar byggir petta einungis 4 einni tilraun og pvi ekki hagt ad segja

neitt med vissu.
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MyndI8: bolgumyndandi cytokine sem finnast i blodflogulysotunum i miklu meira magni en i kdlfaserminu. Af
pessum fjorum finnast bara Interleukin 6, IL12p(40) og TNFo. { kdlfaserminu en ILI1-f, ILS 0og RANTES mcelast

0. Oll onnur gildi md lesa i toflu 9. Y-dsar syna styrk énemisbodefna teiningunni pg/ml
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Mynd 19: Bolgueydandi cytokine sem finnast i blodflogulysotunum. 114 finnst einnig i litlum meeli {
kadlfaserminu en ekki IL10.gildin md finna i toflu 9. Y-dsar syna styrk onemisbodefna i einingunni pg/ml

VEGF

mFCS
OHPLF
BHPL U

o B e

160
140
120
100
80
60

(]

(=R =]

E

Q

F

mFCS
OHPLF
BHPL U

Mynd 20: vaxtarpeettir sem finnast { blodflogulysotunum en ekki i kdlfaserminu. Eins og sést d skolunum er
rimlega tvofalt meira magn VEGF en EGF. Gildin md finna i toflu 9. Y-dsar syna styrk onemisbodefna i
einingunni pg/ml
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Tafla 9: Melingar d onemisbodefnum og vaxtarpdttum
i blooflogulysotunum og kdlfaserminu. OIll gildi eru pg/ml
FCS 0 0
IL1I-8  HPLF 46,705  1,039447
HPLU 42,65  3,4082547
FCS 17,99  1,2303658
IL6 HPLF 18579  17,720096
HPLU 154691 108,68231
FCS 0 0
IL8 HPLF 74,195 3,9103
HPLU 64,175  7,756961
FCS 12,63 0,494975
TNFo. HPLF 340,54 6844794
HPLU 298,07 33,8987
FCS 14,84 0,070711
IL12p(40) HPLF 70,02 3,040559
HPLU 53,19 2,149605
FCS 0 0
RANTES HPLF 72123 8287291
HPLU 755265  8,110515
FCS 9,44 2,3475945
IL4 HPLF 121,26  6,0245498
HPLU 115,655 10,146982
FCS 0 0
ILI0 HPLF 178395 8,633774
HPLU 128375 1547857
FCS 0 0
VEGF HPLF 36536  11,73797
HPLU 317,79  20,39296
FCS 0 0
EGF HPLF 12292 1388758
HPLU 126,875  2,100107




5.UMRZAEPA

bad hefur verid vitad i nokkur 4r ad hagt er ad rekta mesenchymal stofnfrumur med
g60um drangri { bl6dflogulysati { stadinn fyrir kdlfasermi. Hins vegar hefur ekki verid kannad
med skilvirkum hetti hvort hagt sé ad rekta MSC frumur 1 bl6dflogulysati, unnu ur
utrunnum bl6dflogueiningum.

Bl160fl6gur hafa takmarkadan geymslutima { bl6dbonkum. Vanalegur geymslutimi
blodflaga 1 bl6dbonkum er 5-7 dagar. Eftir pad hefst virkjunarferli { bl6dflogunum sem veldur
pvi ad paer umhverfast, byrja ad brotna nidur og verda Ostarfhaefar [49]. Vid pad leka
mikilvegir vaxtadrvandi pettir ur bl6dflogunum 1t { neringarlausnina (sem blodflogur eru
vanalegar geymdar 1) eda plasmad sem vid notudum sem n@ringarlausn 1 okkar tilfelli.

Vid veltum pvi fyrir okkur hvort ekki matti nota pessar ttrunnu blédflogur til
retkunar 4 stofnfrumum og 6drum frumutegundum.

Vid byrjudum 4 pvi ad setja upp verkferil til ad utbia bl6dflogulysat tr
blodflogupykknum. Vegna skorts 4 tekjabinadi sem gerir kleyft ad skilja bl6dflogurnar vid
mikinn hrada (20.000 x G) kusum vid ad skilja par vid legri hrada (923 x G) og setja par svo
i gegnum 2 siunarskref par sem advid ba&di losnudum vid bl6dflogubrot og sterilfilterudum
lysotin. Petta er langt ferli en hefur gefid okkur g6dan efnivid sem medal annars hefur verid
nyttur til reektunar 4 beinfrumum og stofnfrumum ur fésturvisum, { samstarfi vid Dr. Brendon
Noble vid MRC Centre for Regenerative Medicine i Edinborg (gogn ekki synd).

Neast konnudum vid hvort ad reetkun 8 MSC frumum { dtrunnu bl6dflogulysati hefdi
einhver ahrif 4 tjaningu yfirbordssameinda, utlit frumnanna eda hafileika peirra til ad loda vid
plastrektunarskalar. Ekki var haegt ad greina ad HPL U hefdi nein sérstok neikvad ahrif 4
pessa petti. Petta er i samrami vid pad sem adrir rannséknarhdpar hafa synt fram 4 med pvi
ad nota blo6dflogulysot unnin ur ferskum blodflogum [54, 62, 63]. Vid athugun 4 pvi hvort ad
reetkun MSC frumna { dtrunnu bl6dflogulysateti hefoi ahrif a fjolgunargetu MSC frumnanna,
sdum vid b&di frumur raektadar { ®ti med ferskum og ttrunnum bl6dflogulysétum uxu
jafnvel eda betur 1 @ti sem innihélt bl6dflogulysot samanborid vid kalfasermi. Petta parf ekki
ad koma 4 dvart, par sem ad bl6dflogulysot innihalda marga vaxtardrvandi petti eins og EGF,
bFGF og TGFp [54]. Hins vegar var pad dhugavert ad sja ad ttrunnid bl6dflogulysat hafdi
jafn g6d édhrif 4 fjolgun MSC frumanna og ferskt bl6dflogulysat. Pad ma pvi varlega tilka pad
pannig ad bl6dflogur vidhaldi pessum orvandi vaxtarpattum eftir 5-7 daga geymslu. Vid
getum ekki sagt ad bl6dflogulysétin séu betri til reetkunar 4 MSC frumum, par sem ekki voru

gerdar negjanlega margar endurtekningar.
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Mesenchymal stofnrumur eru blanda af stofnfrumum og forverafrumum. Til ad kanna
ahrif blodflogulysata 4 stofnfrumurnar, settum vid upp colony forming assay fibroblast (CFU-
F), sem ma nota til ad f4 hugmynd um hlutfall stofnfrumna { frumustpunni [55]. Pessar
nidurstodur syndu ad pad hefur engin dhrif 4 stofnfrumurnar { MSC frumunum ad rakta per
med kélfasermi, fersku blodflogulysati eda ttrunnu blodflogulysati. Petta kom okkur orlitid &
dvart par sem ad vid bjuggumst vid ad sjd meira vidhald 4 stofnfrumunum 1 hépunum
rektudum med blodflogulysdtum par sem ad fjolgunin var meiri { peim hépum. Vid getum p6
ekki sagt ad um tolfredilega marktekan mun sé ad reda par sem ad um of faar
endurtekningar er ad r&da til ad haegt sé ad reikna tolfredilegan mun. Adrir rannsOknarhépar
hafa synt fram & ad bl6dflogulysot unnin ur ferskum bl6dflogum 6rvi meira fjolgun 8 MSC
frumum samanborid vid frumur raetkadar { kalfaermi [54, 62-64]. Vid konnudum hvort ad
rektun & MSC frumum 1 bl6dflogulysétum myndi hafa ahrif 4 hafileika peirra til sérhefingar,
yfir 1 beinfrumur, brjoskfrumur og fitufrumur. Stutta svarid er ad slik retkun hefur engin
neikvad 4hrif 4 slika sérhefingu. P6 matti greina ad frumur rektadar med ttrunnu
blodflogulysati syndu meiri hefileika til sérhafingar { beinfrumur 4 medan ad frumur
reektadar med fersku blodflogulysati syndu meiri hafileika til sérhefingar { fitufrumur og
frumur rektadar { klfsermi syndu meiri hafileika til sérhefingar { brjéskfrumur. Pessu
verdur po ad taka med fyrirvara par sem ad ekki vannst timi til ad endurtaka pessar tilraunir.
Hins vegar getum vid sagt ad rektun 4 MSC frumum { bl6dflégulysati unnu dr dtrunnum
bl6dflogueiningum virdist ekki hafa neikvad dhrif 4 sérhafingu peirra samanborid vid frumur
rektadar { kdlfasermi. Adrir rannsOknarhdpar hafa synt fram 4 ad frumur rektadar {
bl6dflogulysdtum unnin dr ferskum bl6dflogum, 6rvi meira bein og fitusérefingu pessara
frumna [64]. Pvi er ekki 6liklegt ad med fleiri endurtekningum myndum vid sja sams konar
nidurstodur.

Vid gerdum tilraun til pess ad finna tt hvad pad veri { bl6dflogulysdtunum sem geeti
verid ad hafa vaxtardrvandi arhif 48 MSC frumurnar. Pad hefur verid synt fram 4 ad
vaxtarpettir 4 bord vid PDGF B, EGF, bFGF, VEGF, IGF og TGFf eru { miklu magni {
blodflogulysotum og geta haft vaxtarorvandi dhrif. Ad auki eru 6neemisbodefni & bord vid IL-
6 og IL-8 sem vitad er ad geta 6rvad beinsérhaefingu og IL-4, IL-10 sem eru talin gegna
hlutverki { 6nemisbalingu [34, 65]. Okkar frumnidurstodur benda til pess ad baedi fersk og
utrunnin bl6dflogulysot innihaldi téluvert meira magn af pessum pattum samanborid vid
kéalfasermid.

Markmid pessa verkefnis var ad f4 hugmynd um 4hrif dtrunninna bl6dflaga a

fjolgunar- og sérhefingarha&fni mesenchymal stofnfrumna. Til vidmidunar var notad
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kalfasermi sérstaklega valid til rektunar 4 mesenchymal stofnfrumum. Vid settum upp
verkferil til framleidslu 4 bl6dflogulysétum dr dtrunnum og ferskum blédflogueiningum. Vid
syndum fram 4 ad hagt er ad fjolga MSC frumum {1 bl6dflogulysétum unnum tr ferskum eda
dtrunnum bl6dflogum. Slikt hefur ekki neikved dhrif 4 sérhaefingarhafni mesenchyaml
stofnfrumna. Ad lokum settum vid upp adferd til ad kanna ahrif 4 6n@emisbalandi dhrif
mesenchymal stofnfruma vid pad ad rakta per i blodflogulysdtum unnum tr ferskum eda
Utrunnum bl6dflogum.

Vid teljum ad notkun bl6dflégulysata unnin dr dtrunnum blédflogum séu dhugaverdur
kostur, sem gati komid {1 stadinn fyrir notkun kalfasermis vid rektun 4 slikum frumum og
00rum stofnfrumum { framtidinni, sérstaklega ef nota 4 frumurnar { leknisfredilegum
tilgangi. Hins vegar parf ad vinna ndnari rannséknir til ad fa skyrari mynd 4 pvi hvada ahrif
slik rektun hefur 4 sérhafingu frumnanna og hafileika peirra til 6n@misbealingar. Einnig veri
ahugavert ad kanna ndnar innihald dtrunna bl6dflogulysatsins med tilliti til hvada pettir pad
eru sem eru ad hafa ahrif 4 rektun, sérhefingu og hegdun MSC frumna. Einnig parf ad velta
fyrir sér spurningum eins og peim ad ef fjolga 4 stofnfrumum er p4 gott ad hafa petti sem

mogulega 6rvi sérhafingu peirra um 1eid?
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VIPAUKI I: MYNDASKRA

. Mynd 1: Metti frumna. Myndin er fengin af

http://virtuallaboratory.colorado.edu/Biofundamentals/lectureNotes/Topic5-

3_StemCells.htm 8. jan. 2010

Mynd 2: mynd af proskun fosturs og uppruna stofnfrumna tr fésturvisum, Myndin er
fengin af vef UMDNIJ dags. 7. juli 2009
http://www.umdnj.edu/gsbsnweb/stemcell/scofthemonth/2008/ESClay.html

Mynd 3: ttlit Mesenchymal stofnfrumna, tekin med myndavélinni i frumuherbergi
Mynd 4: Sérhafingarleidir Mesenchymal stofnfrumna yfir i ymsar frumugerdir,
myndin er fengin Ur greininni “Mesenchymal stem cells: building blocks for molecular
medicine in the 21st century” 2001 eftir Caplan og Briider.

Mynd 5: Myndun blédflaga, fengin tr heimild 37 (sja heimildaskra)

Mynd 6: Utlitsmunur 4 ferskri og dtrrunninni bl6dflogu

Mynd 7: Utlit frumna { rekt, dagar 1 og 7

Mynd 8: Svipgerd Mesenchymal stofnfrumna, tjaning 4 yfirbordssameindum

Mynd 9: nidurstodur MTT préfa yfir 7 daga timabil

. Mynd 10: nidurstodur CFU-F préfa

. Mynd 11: von Kossa litun 4 beinrektum

. Mynd 12: alizarin red S litun 4 beinhnidum

. Mynd 13: brjéspelletar litadir med HE litun og toluidine blue
. Mynd 14: Oil red O litun & fiturektum

. Mynd 15: pynningar & T frumurektum med PHA 4n MSC frumna
. Mynd 16: nidurstodur MLR préfs an PHA

. Mynd 17: hlutfallsleg baeling MSC frumna tr rektum

. Mynd 18: bélgumyndandi én@emisbodefni 1 bl6dflogulysotum
. Mynd 19:bdélgueydandi 6nemisbodetni i blodflogulysétum

. Mynd 20:vaxtarpattir { bl6dflogulysotum
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VIDAUKI II: VEGGSPJALD
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