
 

 
 

Áhrif blóðflögulýsata framleiddum úr 
útrunnum blóðflögueiningum á 
frumufjölgun og sérhæfingu 
Mesenchymal stofnfrumna 

 
 
 

Hulda Rós Gunnarsdóttir 

 
 
 
 

Líf- og umhverfisvísindadeild 

Háskóli Íslands 



2 

 

 
 
 
 

Áhrif blóðflögulýsata, framleiddum úr útrunnum 
blóðflögueiningum á frumufjölgun og sérhæfingu 

Mesenchymal stofnfrumna 
 
 
 
 
 

Hulda Rós Gunnarsdóttir 
 
 
 
 
 

60 eininga ritgerð sem er hluti af 
Baccalaureus Scientiarum hon gráðu í líffræði 

 
 
 
 
 

Leiðbeinendur 
Dr. Ólafur Eysteinn Sigurjónsson 

Umsjónarkennari Prófessor Guðmundur Hrafn Guðmundsson 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Líf- og umhverfisvísindadeild 



  3 

Verkfræði- og náttúruvísindasvið 
Háskóli Íslands 

Reykjavík, febrúarmánuður 2010 



  4 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Áhrif blóðflögulýsata, framleiddum úr útrunnum blóðflögueiningum á frumufjölgun og 
sérhæfingu mesenchymal stofnfrumna  
Áhrif blóðflögulýsata á mesenchymal stofnfrumur 
60 eininga ritgerð sem er hluti af Baccalaureus Scientiarum hon gráðu í líffræði 
 
Höfundarréttur © 2010 Hulda Rós Gunnarsdóttir 
Öll réttindi áskilin 
 
 
Líf- og umhverfisvísindadeild  
Verkfræði- og náttúruvísindasvið 
Háskóli Íslands 
Skúlagata 7 
101 Reykjavík 
 
Sími: 525 4000 
 
 
 
Skráningarupplýsingar: 
Hulda Rós Gunnarsdóttir, 2010, Áhrif blóðflögulýsata, framleiddum úr útrunnum 
blóðflögueiningum á frumufjölgun og sérhæfingu mesenchymal stofnfrumna , BS hon ritgerð, 
Líf- og umhverfisvísindadeild, Háskóli Íslands,  
53 bls. 
 
 
Reykjavík, febrúarmánuður 2010 
 
 



  5 

 

 



  6 

EFNISYFIRLIT 

  

Efnisyfirlit ..................................................................................................................................6 

Myndaskrá ..................................................................................................................................8 

Töfluskrá ....................................................................................................................................9 

Skammstafanir..........................................................................................................................10 

Ágrip.........................................................................................................................................11 

Abstract ....................................................................................................................................12 

Þakkir........................................................................................................................................13 

1.  Inngangur.............................................................................................................................14 

1.1 Stofnfrumur ....................................................................................................................14 

1.2 Vefjasértækar  stofnfrumur (e.  somatic stem cells (SSC)) ............................................15 

1.3 Mesenchymal stofnfrumur .............................................................................................16 

1.4 Blóðflögulýsöt ................................................................................................................20 

1.4.1 Blóðflöguforverar (megakaryocyte) og myndun blóðflaga .........................................20 

1.4.2.  Blóðflögur ..................................................................................................................21 

1.4.3. Notkun blóðflaga í læknisfræðilegri meðferð .............................................................22 

1.4.4 Blóðflögulýsöt til ræktunar á mesenchymal frumum...................................................23 

2. Markmið ...............................................................................................................................24 

3. Efni, áhöld og aðferðir..........................................................................................................25 

3.1 Blóðflögulýsöt ................................................................................................................25 

3.2 Ræktun............................................................................................................................25 

3.3 Frumufjölgun..................................................................................................................26 

3.4 Svipgerðargreining .........................................................................................................28 

3.5 Sérhæfingar ....................................................................................................................28 

3.5.1 Beinsérhæfing ..............................................................................................................28 

3.5.2 Brjósksérhæfing ...........................................................................................................29 

3.5.3 Fitusérhæfing................................................................................................................29 

3.6 Mixed lymphocyte reactionassay (MLR).......................................................................29 

3.7  Mælingar á innihaldi ýmissa vaxtarþátta í blóðflögulýsötum........................................31 

4. Niðurstöður...........................................................................................................................33 

4.1 Svipgerðargreining .........................................................................................................33 

4.2 Frumufjölgun..................................................................................................................35 



  7 

4.3 Sérhæfingar ....................................................................................................................37 

4.3.1 Beinsérhæfing ..............................................................................................................37 

4.3.2 Brjósksérhæfing ...........................................................................................................38 

4.3.3 Fitusérhæfing................................................................................................................39 

4.4 Mixed lymphocyte reaction próf ....................................................................................40 

4.5. Mælingar á ónæmisboðefnum og vaxtarþáttum í blóðflögulýsötunum .........................42 

5. Umræða ................................................................................................................................46 

6. Heimildaskrá ........................................................................................................................49 

Viðauki I: Myndaskrá...............................................................................................................52 

Viðauki II: Veggspjald .............................................................................................................53 

 



  8 

MYNDASKRÁ 

Mynd 1: Mætti frumna....……………………………………………………………………..14 

Mynd 2: Þroskun blastocyst og uppruni ESC.....……………………………………………..14 

Mynd 3: Útlit MSC frumna.…………………………………………………………………..15 

Mynd 4: Sérhæfingarleiðir MSC frumna.......………………………………………………...17 

Mynd 5: Myndun blóðflaga…...……………………………………………………………...20 

Mynd 6: Útlitsmunur á ferskri og eldri blóðflögu...................................................…………..21 

Mynd 7: Útlit frumna í rækt......................................................................................................32 

Mynd 8: Tjáning yfirborðssameinda.........................................................................................33 

Mynd 9: MTT niðurstöður........................................................................................................35 

Mynd 10: CFU-F niðurstöður...................................................................................................36 

Mynd 11: Von Kossa litun........................................................................................................37 

Mynd 12: Beinhnúðar...............................................................................................................37 

Mynd  13: Brjóskpelletar..........................................................................................................38 

Mynd 14: Oil red O litun...........................................................................................................39 

Mynd 15: Þynningarbakki MLR...............................................................................................39 

Mynd 16: MLR án PHA............................................................................................................40 

Mynd 17: Hlutfallsleg bæling MSC frumna.............................................................................40 

Mynd 18: Bólgumyndandi ónæmisboðefni í blóðflögulýsötum...............................................42 

Mynd 19: Bólgueyðandi ónæmisboðefni í blóðflögulýsötum..................................................43 

Mynd 20: Vaxtarþættir í blóðflögulýsötum..............................................................................43 



  9 

TÖFLUSKRÁ 

Tafla 1: Samsetning æta.........................................................................................................25 

Tafla 2: Hlutverk ónæmisboðefna og vaxtarþátta..................................................................32 

Tafla 3: Tjáning yfirborðssameinda........................................................................................35 

Tafla 4: Niðurstöður MTT prófa.............................................................................................35 

Tafla 5: Niðurstöður CFU-F prófa..........................................................................................36 

Tafla 6: Ljósgleypnimælingar á þynningarbakka fyrir MLR...................................................39 

Tafla 7:  Ljósgleypnimælingar á MLR án PHA.......................................................................40 

Tafla 8: Ljósgleypnimælingar á MLR með PHA.....................................................................40 

Tafla 9: Mælingar á ónæmisboðefnum og vaxtarþáttum..........................................................44 



  10 

SKAMMSTAFANIR 

MSC: mesenchynal stem cell (mesenchymal stofnfrumur, MSC frumur) 
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SSC: somatic stem cell (vefjasértækar stofnfrumur) 
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VEGF: vascular endothelial  growth factor 
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TGF-β: transforming growth factor β 
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ISCT: international society of cellular therapy 
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ÁGRIP 

Mesenchymal stofnfrumur eru ein gerð stofnfrumna sem bundnar eru miklar vonir við 

að hægt sé að nota í  vefjaverkfræði og frumumeðferðum. Til að hægt sé að nota þessar 

frumur í læknisfræðilegri meðferð þarf að taka fyrir hvernig best sé að einangra þær og fjölga.  

Í flestum tilvikum verða frumur að vera ræktaðar með sermi sem er einangrað úr dýrum og 

vaxtarþáttum sem eru framleiddir með erfðabreyttum bakteríum. 

Þetta býður upp á smithættu í læknisfræðilegri meðferð þar sem kálfasermi gæti 

innihaldið sýkjandi agnir t.d. veirur og prion.  Af þessum sökum hafa vísindamenn leitað  að 

öðrum leiðum til að rækta frumur, til  læknisfræðilegra meðferða, sem ekki styðjast við 

dýraafurðir.  Til dæmis hefur verið reynt að nota sermislaus æti  eða æti sem innihalda 

mennskt sermi eða blóðflögulýsöt. 

Tilgangur þessarar ritgerðar og verkefnis var að skoða möguleikann á því að notast við 

blóðflögulýsöt unnin úr útrunnum blóðflögum til að fjölga MSC frumum og skoða áhrif þess 

á svipgerð þeirra, sérhæfingarmöguleika og starfsemi. 

Við sýnum hér fram á að MSC frumum má fjölga með blóðflögulýsati unnu úr 

útrunnum blóðflögum og að þetta hefur ekki neikvæð áhrif á svipgerð þeirra eða 

sérhæfingarmöguleika.  Við getum ekki fullyrt að það sé betra að fjölga MSC frumunum með 

blóðflögulýsati unnu úr útrunnum blóðflögum fram yfir það að fjölga þeim með sérvöldu 

kálfasermi en við höfum vísbendingar um að það gefi betri bein- og fitusérhæfingar. 

Næstu skref verða að kanna nánar áhrif blóðflögulýsata unnu úr útrunnum blóðflögum 

á sérhæfingarmöguleika og starfsemi MSC frumnanna auk þess að finna út hvaða þættir það 

eru í lýsötunum sem ráða þessum áhrifum. 
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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  vandamálunum við það að nota stofnfrumur í læknisfræðilegri meðferð, t.d til 

viðgerðar á stærri beinsköðum, er nauðsyn þess að fjölga frumunum utan líkama upp í 

nægjanlegt magn til að hagnýtt sé að nota þær í læknisfræðilegri meðferð.  

 Þegar stofnfrumum og öðrum frumum er fjölgað utan líkama í ræktunardiskum, er 

algengast að nota kálfasermi sem næringu fyrir frumurnar. Kálfasermið inniheldur ýmsa 

vaxtarörvandi þætti sem eru nauðsynlegir fyrir frumurnar eftir að þær hafa verið fjarlægðar úr 

sínu náttúrulega umhverfi. Hins vegar er ávalt möguleiki á því að með kálfaserminu geti 

borist veirur og bakteríur sem mögulega geti sýkt mannafrumur og valdið skaða fyrir sjúkling 

sem frumurnar eru settar í.  

 Þess vegna er það æ mikilvægara að huga að leiðum sem gerir kleyft að rækta frumur 

utan líkama í æti sem inniheldur ekki dýraafurðir, eins og kálfasermi og vatxtarþætti 

framleiddum í bakteríum, eða einangruðum úr dýraafurðum. 

1.1 Stofnfrumur 

Stofnfrumur má skilgreina sem ósérhæfðar frumur sem m.a. er hægt er að einangra úr 

vefjum fósturvísa, fóstra og  fullvaxta lífvera [1-3].  Stofnfrumur hafa þann hæfileika fram 

yfir flestar aðrar frumugerðir að geta skipt sér asymmetrískt, þ.e. myndað aðra eins 

stofnfrumu og sérhæfst í sömu frumuskiptingu, séu þær örvaðar á viðeigandi hátt.  

Stofnfrumum er hægt að skipta niður  í fjóra flokka; stofnfrumur úr fósturvísum (e. 

Embryonic stem cells), fósturstofnfrumur (e. Fetal stem cells), krabbameinsstofnfrumur (e. 

Cancer stem cells) og vefjasértækar stofnfrumur (e. Somatic stem cells). 

Mætti stofnfrumna (e. Stem cell potential), þ.e. er hæfileiki þeirra til sérhæfingar og 

fjölgunar, er stigskipt.  Þannig er okfruman sem myndast við samruna sáð- og eggfrumna 

almáttug (e. Totipotent) þar sem hún er þess fær að mynda allar frumur í lífverunni.  Þegar 

þessi fruma skiptir sér eru allar dótturfrumurnar fjölmáttugar (e.  Pluripotent) og geta myndað 

öll kímlög fóstursins (stofnfrumur úr fósturvísum (ESC) eru fjölmáttugar).  Þá eru frumur sem 

eru marghæfar eða margmáttugar (e.  multipotent) sem geta myndað myndað heil líffæri eða 

vefi. Síðasta mættið er einmætti (e. unipotent) en slík fruma getur aðeins myndað eina 

frumugerð [4] (mynd 1). 
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Stofnfrumur úr fósturvísum (ESC)  má einangra úr 

innanfrummassa fósturvísa, á blastocyst stigi þroskans (mynd 

2).  Stofnfrumur úr fósturvísum virðast geta endurnýjað sjálfar 

sig óendanlega [5]. Þessar stofnfrumur virðast ekki eldast eða 

verða fyrir frumuöldrun (e.  replicative senescence) [6]. 

Venjulegar frumur hafa takmarkaðan líftíma in vivo og eftir 

ákveðið margar frumuskiptingar fara þær í öldrunarástand sem 

einkennist af stækkuðum og óreglulegri lögun frumnanna og á 

endanum hætta frumurnar að skipta sér [7].   Endar litninga, 

telomerar,  í venjulegum frumum styttast við hverja 

frumuskiptingu sem leiðir til þess að hæfileiki þeirra til að 

skipta sér minnkar og þær eldast.  Stofnfrumur úr fósturvísum 

eru með virka telomerase og koma þannig í veg fyrir styttingu á 

litningunum og öldrun [6].  
 

 

Mynd 2: Þroskun blastocyst og uppruni ESC við samruna sáð- og 
eggfrumu myndast okfruma sem svo skiptir sér mörgum sinnum og 
myndar kímblöðru með innri frumumassa sem myndar kímlögin 
þrjú og  fóstur seinna í þroskuninni.  Stofnfrumur úr fósturvísum 
eru teknar úr þessum innri frumumassa. Myndin er fengin af vef, 
sjá nánar myndaskrá  

 
 

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

 Vefjasértækar stofnfrumur eru einnig kallaðar fullorðinsstofnfrumur (e.adult stem 

cells (ASC)).  Þetta eru stofnfrumur sem eru einangraðar úr vefjum fullþroska lífvera.  Þó að 

vefjasértækar stofnfrumur verði að geta endurnýjað sjálfar sig in vivo geta slíkar ræktir ekki 

viðhaldið sjálfsendurnýjun til lengri tíma in vitro [8].  Dæmi um slíkar stofnfrumur eru t.d. 

blóðmyndandi stofnfrumur (e. hematopoietic stem cells) en þær eru að finna í beinmerg, lifur 

 
Mynd 1:  Almáttug fruma gefur 
af sér fjölmáttuga frumu sem 
gefur svo af sér margmáttugar 
og einmátta frumur. Myndin er 
fengin af vef, sjá nánar 
myndaskrá 
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og milta í fullorðnum einstaklingum og sjá um reglulega endurnýjun á blóðfrumukerfi 

líkamans [9].  

Annað dæmi um vefjasértæka stofnfrumu eru mesenchymal stofnfrumur ( e. 

mesenchymal stem cells), frumur sem hægt er að einangra úr nánast hvaða líffæri líkamans 

sem er og virðast gegna mikilvægu hlutverki við að stuðla að jafnvægi innan vefja og 

hlutverki í viðgerðum á vefjaskemmdum [10].  

1.3 Mesenchymal stofnfrumur 

Mesenchymal stofnfrumur (MSC) eru frumur eru upprunnar í mesenchyme eða 

bandvefs-kímlagi fósturs sem er upprunnið í mesoderm hluta fósturvísis.  Mesoderm þroskast 

m.a.  yfir í blóðrásarkerfið, vöðva, bandvef, bein og brjósk og sýnt hefur verið fram á með 

óyggjandi hætti að mesenchymal stofnfrumur geta sérhæfst yfir í bein, brjósk og fitufrumur 

[7, 11-14].  Reynt hefur verið að sérhæfa mesenchymal stofnfrumur í frumutegundir úr öðrum 

kímlögum fósturvísa t.d. í taugafrumur eða forvera þeirra en hvort þessar tilraunir hafi tekist 

er mjög umdeilt og ekki hefur verið sýnt nægilega vel fram á  að slík sérhæfing sé möguleg 

[15-18]. 

MSC stendur fyrir „mesenchymal stem cells“ eða „multipotent mesenchymal stromal 

cells“.  Í daglegu tali er yfirleitt talað um þessar frumur sem stofnfrumur.  Mesenchymal 

stofnfrumur in vitro eru í raun hópur sundurleitra (e.  heterogeneous) frumna, stofnfrumna og 

forverafrumna. Mesenchymal stofnfrumur eru einkjarna og hafa svipgerð, í ræktunardisk, líka 

fíbróblöstum þ.e. eru flatar með anga út frá miðjunni, (mynd 3).  

Mesenchymal stofnfrumur er m.a. hægt að 

einangra úr beinmergi, naflastrengsblóði og fituvef.  

Nýlega hefur komið fram í tilraunum á músum að 

mögulega má einangra MSC frumur úr nánast hvaða 

líffæri líkamans sem er [19].  Eins og áður kom fram er 

ein tilgáta að uppruni og hlutverk MSC frumna in vivo er  

að þær séu til staðar um allan líkamann á formi 

grannfrumna (e.  pericyte) og að venjulegt hlutverk 

þeirra in vivo sé að stöðga æðar og stuðla að samvægi (e.  

homeostasis) í vefjum [20]. Einnig má velta fyrir sér hvort mögulegt hlutverk MSC frumna in 

vivo, geti einnig verið að örva nýmundun á vef með því að seyta vaxtaörvandi og æðamyndar 

vaxtarþáttum. Hins vegar eru ekki til fullkomnar sannanir fyrir því .  Ekki er hægt að 

skilgreina mesenchymal stofnfrumur út frá einni sértækri yfirborðssameind.  Því er stuðst við 

 

Mynd 3: útlit P5 Mesenchymal 
stofnfrumna úr FCS rækt á degi 1  
frumurnar eru breiðastar í miðjunni 
utan um kjarnann og með anga  út frá 
miðjunni. Stækkun: 400x 
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það að þær tjá eða tjá ekki ákveðna samsetningu á yfirborðssameindum sem einnig finnast á 

öðrum frumum ásamt öðrum einkennum  til að skilgreina þær við einangrun þeirra. Hér að 

neðan eru skilgreiningar settar fram af international society of cellular therapy (ISCT), til að 

reyna að finna sameiginlega skilgreiningu á mesenchymal stofnfrumum: [7, 11, 13, 19, 21, 

22]: 

1. Þær búa yfir hæfileika til takmarkaðrar 

sjálfsendurnýjunar. 

2. Þær  geta sérhæfst yfir í frumugerðir sem eru upprunnar í 

miðlagi, a.m.k.  bein-, brjósk- og fitufrumur (sjá mynd 3). 

3. Þær loða við plast. 

4. Þær tjá ákveðnar yfirborðssameindir þ.á.m.  CD105, 

CD90, CD73 og CD29 en ekki aðrar t.d.  CD45, HLA-

DR og CD34 sem einkenna m.a. blóðmyndandi frumur.   

Erfiðlega hefur gengið að skilgreina MSC frumna in vivo. Ein tilgáta hefur verið að 

MSC frumur sé að finna innan um grannfrumur, eða séu einhvers konar forstig grannfrumna 

[23]. Grannfrumur eru venjulega skilgreindar sem mjög greinóttar frumur í háræðum, 

slagæðum og bláæðum. Grannfrumur hafa stóran kjarna og lítið umfrymi.  Útlit og tjáning 

yfirborðssameinda hjá grannfrumum er misjafnt eftir staðsetningu þeirra í líkamanum og því á 

hvers konar æðum þær eru í nálægð við [24]. 

Grannfrumur eru flestar á stöðum þar sem loftskipti eiga sér ekki stað í líkamanum og 

eru staðsettar þar sem þekjufrumur æðanna tengjast og þekja þannig svæði sem ekki hafa 

þekjufrumur [24].  Grannfrumur teljast bæði til forverafrumna og sérhæfðra frumna.  

Grannfrumur geta þroskast út frá vefjasértækum stofnfrumum,  eða fíbróblöstum (e.  

fibroblast), vöðvafíbróblöstum (e.  myofibroblast) og/eða úr forverafrumum sem finnast í 

blóðrásinni [24].   Hlutverk grannfrumna eru meðal annars að styðja byggingarform háræða 

og stuðla að slökun þekjufrumna, stýra æðaspennu og viðhalda jafnvægi innan æða og vefja, 

mynda utanfrumuprótein, þær hafa hlutverk í ónæmisvörnum líkamans og stuðla að 

blóðstorknun [24].   

Mesenchymal stofnfrumur geta sérhæfst yfir í frumugerðir sem eiga uppruna sinn í 

mesenchyme, t.d.  bein-, brjósk- og fitufrumur. Helstu stig þessara sérhæfingaleiða og annara 

viðurkenndra sérhæfingaleiða (vöðva,-sina- og stoðfrumur í beinmerg) má sjá á mynd 4.   
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Mynd 4: Sérhæfingarleiðir sem Mesenchymal stofnfrumur geta farið, talið frá  vinstri er beinsérhæfing sem 
mest er vitað um, þá brjósksérhæfing, svo vöðvafrumusérhæfing, mergfrumusérhæfing, sérhæfing yfir í 
sinafrumur (e.  tendocytes).  Minnst er vitað um sérhæfingu Mesenchymal stofnfrumna yfir í fitufrumur og 
aðrar bandvefsfrumur.  Þekking á sérhæfingarferlunum minnkar frá vinstri til hægri. Myndin er fengin úr grein 
Caplan og Brüder, sjá nánar myndaskrá 

 

Bein 

Bein- og brjóskvefir samanstanda af miklu utanfrumuefni sem hlutfallslega fáar 

frumur mynda [25]. Bein hafa  mjög staðbundin hlutverk:  Þau eru hreyfanleg fyrir tilstilli 

aðlægra vöðva um liðamót og þau verja nálæg líffæri [26]. 

 Beinmyndun hefst þegar mesenchymal stofnfrumur þéttast í klasa og loða saman fyrir 

tilstuðlan viðloðunarsameinda á borð við integrin, laminin og cadherin.  Í flestum klösunum 

verða frumurnar að brjóskfrumum, sem skipta sér og mynda utanfrumuprótein, aðallega 

collagen II og aggrecan en þegar frumuskiptingarnar hætta, stækka  þær og byrja að mynda 

utanfrumuefnið Collagen X. Brjóskfrumurnar valda svo sérhæfingu annarra brjóskfrumna yfir 

í  beinfrumur (e.  osteoblast).  Beinfrumurnar mynda svo grindarefnið sem einkennir bein í 

ferli sem kallað er endochondarl ossification [26].  Beinmyndun getur líka átt sér stað í 

gegnum myndun á beinforverafrumum, sem sérhæfast yfir í osteocyte, sem mynda svo 

beinvef í gegnum myndun á utanfrumuefni. 
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Brjósk 

Til eru þrjár gerðir brjósks í líkamanum, hyaline brjósk, sveigjanlegt brjósk (e. elastic) 

og trefjabrjósk (e. fibrocartilage).  Algengasta brjóskgerðin í líkamanum er svokallað „hyaline 

brjósk“ sem verður til þegar MSC frumur þjappast saman og sérhæfast yfir í brjóskfrumur.  

Brjósk er bandvefur sem samanstendur aðallega af grindarefni (e.  matrix) sem er að mestu úr 

collagen og proteoglycan og inniheldur lítið af eiginlegum brjóskfrumum [25]. 

Brjóskmyndun hefst með samþjöppun bandvefs og MSC stofnfrumum þar sem tjáning 

utanfrumu próteina og viðloðunarsameinda, t.d.  Collagen II, N-cadherin, N-cam og tenascin 

C, fer í gang. 

Hyaline brjósk finnst í nefi, barka og við rifbein.  Sveigjanlegt brjósk er hyaline brjósk 

með meiri teygjanleika þar sem teygjanlegar trefjar umlykja brjóskfrumurnar og breiðast um 

vefinn.  Sveigjanlegt brjósk er í eyrunum og myndar einnig barkalokið.  Trefjabrjósk er þéttur 

trefjaríkur vefur með litlum svæðum af hyaline brjóski.  Þessa gerð brjósks er að finna í 

diskum við liði og á tengiflötum liða og sina við bein [27]. 

 

Fita 

Fituvefur geymir orkuforða líkamans, framleiðir hita, hefur hlutverk í 

orkuefnaskiptum, geymir hormónaforðann og stýrir inntöku fæðu, frjósemi, æxlun og 

blóðmyndun auk þess að verja bein fyrir áverkum.  Fita finnst aðallega undir húðinni og utan 

um helstu innri líffærin [28]. Fituvefurinn  er samsettur úr fitufrumum sem er raðað upp í 

þrívíddar grindarefni úr collagen sem í er einnig að finna æðaþelsfrumur, sléttar vöðvafrumur 

og fíbróblastar [28]. 

Fituvefur tjáir og seytir ýmsum lífvirkum (e.  bioactive) peptíðum sem kallast einu 

nafni adipokines og á þátt í stýringu ýmissa líffræðilegra ferla, þar á meðal orkuefnaskiptum, 

taugaboðum og starfsemi ónæmiskerfisins [29]. 

Auk þessa  hafa verið birtar rannsóknarniðurstöður sem benda til þess að MSC frumur 

geti sérhæfst yfir í vöðvafrumur, taugafrumur, hjartavöðvafrumur og mögulega aðrar 

frumugerðir [30].  Þessar niðurstöður eru hins vegar umdeildar og ekki eru allir sáttir hvort 

raunveruleg sérhæfing hafi náðst fram í þessum tilvikum [31]. 
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Ónæmisbælandi áhrif 

Mesenchymal stofnfrumur geta valdið ónæmisbælandi áhrifum sem felast m.a.  í því 

að þær hindra þroskun angafrumna [32], breyta svipgerð CD4+ hjálparfrumna og minnka 

eituráhrif og drápsgetu CD8+ frumna og náttúrulegra drápsfrumna (e. Natural killer cells 

(NK)) [33, 34].  Mixed lymphocyte reaction (MLR) próf ganga út á það að athuga 

fjölgunargetu T frumna [35] í návist hindrandi efna eða frumna sem ekki eru T frumur en hafa 

hindrandi áhrif á frumufjölgun T frumnanna.  Þegar T frumur úr 2 einstaklingum eru ræktaðar 

saman fer mikil frumufjölgun í gang hjá báðum frumugerðunum þar til önnur tekur yfir og 

útrýmir hinni vegna þess að hvor frumugerðin fyrir sig skynjar hina sem utanaðkomandi 

frumur.  Sé þetta gert í návist mesenchymal stofnfrumna sem hafa ónæmisbælandi áhrif ætti 

fjölgunargeta T frumnanna að minnka.  Einnig er hægt að framkvæma MLR próf með T-

frumum úr einum einstaklingi í návist MSC eða efni sem hindrar frumufjölgun T-frumnanna.  

Verið er að þróa meðferðir byggðar á ónæmisbælandi áhrifum MSC gegn graft versus host 

disease (GvHD) og öðrum ónæmistengdum sjúkdómum [36]. 

 MSC frumur eru aðlaðandi kostur til læknisfræðilegra meðferða þar sem þær eru 

auðræktanlegar, fjölhæfar og hægt er að erfðabreyta þeim [37].  Þar sem að mesenchymal 

stofnfrumur hafa ónæmisbælandi áhrif og valda litlum sem engum ónæmisviðbrögðum því 

þær tjá ekki yfirborðssameindir, til dæmis MHC class II og CD28 hjálparsameindir og fleira 

er mögulega hægt að nota þær við læknisfræðilegar meðferðir án þess að fullkomið 

vefjaflokkasamræmi sé á milli frumna gjafans og þegans. Sem dæmi væri hægt að nota 

sérhæfingargetu mesenchymal stofnfrumnanna til að endurnýja laskaða vefi, t.d.  beinbrot og 

skaddað brjósk þá annað hvort in vivo eða in vitro og þá með ígræðslu.  

 

1.4 Blóðflögulýsöt 

1.4.1 Blóðflöguforverar (megakaryocyte) og myndun blóðflaga 

 Blóðflöguforverar (e. megakaryocyte) eru stórar fjöllitna frumur sem finnast í 

beinmerg.  Fyrsta þroskastig þessara frumna kemur fram sem stórar basakærar  frumur með 

stóra kjarna miðað við stærð umfrymisins.  Þegar frumurnar þroskast minnkar kjarninn miðað 

við umfrymið og frumurnar verða sýrukærar [38]. 

Einkenni blóðflöguforvera eru meðal annars fjöllitna kjarni, pökkun umfrymis þeirra 

niður í himnubundnar agnir, sem sagt blóðflögurnar, myndun þéttra korna sem innihalda 

adenine kirni, neuropeptide og tvígildar katjónir og myndun α-korna.  α-korn myndast líklega 
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úr Golgi kerfinu þegar blóðflöguforverinn þroskast.  Þessi korn eru um 200-500 nm í þvermál 

og innihalda plasmaprótein og prótein sem eru mynduð innan frumunnar, t.d.  membane 

glycoprotein IIb sem er aðeins tjáð af blóðflöguforverum og blóðflögum [39]. 

 Myndun blóðflaga hefst á því að blóðflöguforverar senda út himnubundnar 

forblóðflögubrot sem brotna svo niður í smærri brot og mynda þannig blóðflögur [38] 

(mynd 5). 

 
Mynd 5: myndun blóðflaga úr blóðflöguforverum, því stærri sem blóðflöguforverinn verður því 
fleiri blóðflögur myndast úr honum.  Mynd fengin úr heimild 35, sjá nánar heimilda- og 
myndaskrá 

 

1.4.2.  Blóðflögur 

Blóðflögur eru 2-3 µm breiðar himnur utan um  umfrymi með öllum helstu 

frumulíffærum frumunnar að undanskildum  kjarna, Golgikerfis og mítósukerfis (mitotic 

system).  Yfirborð blóðflaga einkennist af þykkum proteoglycan hjúp sem kallast glycocalyx 

og getur það myndað mjóar tengingar á milli blóðflaga eða blóðflögu og kollagentrefja [40].   

Blóðflögur innihalda mikið af vaxtarþáttum í svokölluðum innanfrumukornum, α- og 

β-korn.  Dæmi um vaxtarþætti innan blóðflaga 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 β 

(TGFβ).   Við sáramyndun safnast blóðflögur að sárinu og seyta út vaxtarþátttunum PDGF og 



  22 

TGF-β [41] og thrombin sem virkar sem viðloðurnarsameind á milli blóðflaga svo þær mynda 

hrúður  og  stöðva blæðingu [37]. 

 

1.4.3.  Notkun blóðflaga í læknisfræðilegri meðferð 

  Þegar gróun sára hefst er vaxtarþáttunum seytt út eftir að blóðið byrjar að storkna og 

á innan við klukkutíma hefur 95% þeirra verið seytt út úr blóðflögunum. Vaxtarþættirnir 

bindast strax við viðtaka á yfirborði nærliggjandi fruma og hefur verið sýnt að mesenchymal 

stofnfrumur, beinfrumur, fíbróblastar, innanþelsfrumur (endothelial cells) og þekjufrumur 

(epithelial cells) tjá þessa viðtaka [42]. 

Vegna þess að blóðflöguþykkni innhalda mikið af blóðflögum innihalda þau líka 

mikið af vaxtarþáttum sem hefja gróun sára og blóðflögur seyta. Þessir vaxtarþættir eru meðal 

annars, þrjár handhverfur  PDGF (PDGFαα, PDGFββ og PDGFαβ), TGFβ-1 og TGFβ-

2,VEGF  og EGF [43]. Auk þess að koma af stað gróun sára virka vaxtarþættirnir PDGF, 

VEGF, IGF og TGFβ hvetjandi á beinsérhæfingu [44]. Blóðflöguþykknin innihalda einnig 

fibrin, fibronectin og vitronectin sem eru viðloðunarsameindir  sem koma við sögu í 

uppbyggingu beins 

og bandvefs [43]. 

Notkun 

blóðflögugela hraðar 

gróun sára og 

endurmyndun vefja, 

stöðvar blæðingar, 

gerir við laskaða vefi 

og berst á móti 

sýkingum [45, 46]. 

Blóðflögur eru helst notaðar í meðferð sjúklinga sem hafa óeðlilega lítið af blóðflögum 

(thrombocytopenia), t.d.  sjúklingar sem eru í efnameðferð (e.  chemotherapy) vegna 

krabbameins eða þegar óvirkjun beinmergs á sér stað [40, 47] t.d.  fyrir beinmergsgjöf í 

hvítblæðissjúklingum. 

Blóðflögugjöf með ferskum blóðflögum gefur betri útkomu en gjöf á eldri blóðflögum 

[48-52]. Munur er á útliti, (mynd 6), yfirborðssameindum, hæfileika til þjöppunar og 

viðbrögðum við breytingum á jónamagni í  umhverfi blóðflaganna eftir því hvort þær eru 

ferskar eða eldri [49]. 

 

mynd 6: Útlitsmunur á ferskum og eldri blóðflögum. Fersk blóðflaga (fresh) til vinstri er 
kringlótt og hefur slétt yfirborð. Eldri blóðflaga (old) til hægri er óregluleg í lögun og 
hefur hrjúft  yfirborð. Mynd fengin úr heimild 48, sjá nánar heimilda- og myndaskrá. 
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1.4.4 Blóðflögulýsöt til ræktunar á mesenchymal frumum 

Þar sem kálfasermi og aðrar dýraafurðir sem notaðar eru við ræktun á stofnfrumum 

geta mögulega borið með sér sýkjandi agnir (prion og veirur) er æskilegt að reyna að finna 

mennsk næringarefni sem komið geta í stað kálfasermis til að rækta upp mesenchymal 

stofnfrumur til læknisfræðilegrar meðferðar.  Sýnt hefur verið fram á að hægt er að nota 

blóðflögulýsöt in vitro til ræktunar á MSC frumum og til sérhæfingar [37, 53-60].   

Sýnt hefur verið fram á að fjölgun MSC frumna með blóðflögulýsötum hafi ekki 

neikvæð áhrif á sérhæfingarhæfni þeirra né breyti svipgerð þeirra  

Það hefur ekki verið athugað að fullu, hvort hægt sé að nota útrunnar 

blóðflögueiningar í þessum tilgangi. 
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2.  MARKMIÐ 

Markmið þessa verkefnis var að fá hugmynd um áhrif útrunninna blóðflaga á fjölgunar- og 

sérhæfingarhæfni mesenchymal stofnfrumna. Til viðmiðunar var notað kálfasermi sérstaklega 

valið til ræktunar á mesenchymal stofnfrumum. Til að ná fram þeim upplýsingum settum við 

fram fjögur megin markmið: 

• Útbúa verkferil til framleiðslu á blóðflögulýsötum úr útrunnum og ferskum 

blóðflögueiningum. 

• Kanna áhrif á fjölgun og svipgerð mesenchymal stofnfruma við það að rækta þær í  

blóðflögulýsötum unnum úr ferskum eða útrunnum blóðflögum. 

•  Kanna áhrif þess á sérhæfingarhæfni mesenchyaml stofnfrumna, að fjölga þeim í 

blóðflögulýsötum unnum úr ferskum eða útrunnum blóðflögum. 

• Setja upp aðferð til að kanna áhrif á ónæmisbælandi áhrif mesenchymal stofnfruma við 

það að rækta þær í  blóðflögulýsötum unnum úr ferskum eða útrunnum blóðflögum. 
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3.  EFNI, ÁHÖLD OG AÐFERÐIR 

3.1 Blóðflögulýsöt 

Blóðflöguþykkni (e.  Platelet rich plasma (PRP)) var útbúið þannig að fimm 

buffycoatpokar frá blóðgjöfum úr sama flokki  O+ voru valdir saman.  Geymslulausn 

(plasma) var steriltengd við buffycoat einingarnar og einingunum var safnað saman í einn 

geymslupoka og honum velt til að blanda innihaldinu saman.  Safnpokar voru spunnir niður á 

1552 rpm í 6 mínútur við 20°C á Sorvall skilvindu.  Hverju blóðflöguþykkni var skipt upp í 

tvo hluta og annar hlutinn geymdur í blóðflöguskáp á lokuðum lager við 20-22°C í 5-6 daga 

en hinn hlutinn frystur niður við -80°C samdægurs (HPL F).  Þegar 5-6 dagar höfðu liðið 

taldist 1blóðflöguþykkni vera úrelt og óhæft til notkunar fyrir sjúklinga.  Þá var pokinn sem 

var geymdur tekinn og frystur niður við -80°C (HPL Ú).  Þegar tími gafst til, yfirleitt daginn 

eftir frystingu, voru blóðflöguþykknin afþídd í 37°C vatnsbaði og meðhöndluð þannig að 

vökvanum var skipt upp í 13 ml skammta í 15 ml falconglösum og þau spunnin niður við um 

923 x g (2190 rpm, rotor 8) í 30 mínútur til að losna við frumuhimnur og annað hrat.  Flotið 

var tekið af með pípettu og látið renna í gegnum 40 µm síu til að auðvelda filtrun sem á eftir 

kom.  Eftir síunina var vökvinn filtraður, fyrst með 0,45 µm stericup filter undir þrýstingi frá 

loftdælu og svo með 0,22 µm stericup filter.  Afurðin kallast blóðflögulýsat og var notuð sem 

næringarefni í æti til ræktunar á stofnfrumunum. 

3.2 Ræktun 

„Mesenchymal stofnfrumur í þriðju umsáningu ( P3) voru notaðar sem upphafsfrumur.  

Skipt er um æti á 3 til 4 daga fresti og frumum umsáð á 5-7 daga fresti eða þegar þétttleiki 

þeirra var orðinn um 80-90% confluency.  Eftir hverja umsáningu, þegar frumurnar hafa fest 

sig við nýtt yfirborð, hækkar P-númerið um einn“. 

Þegar bein-, brjósk og fitusérhæfingar voru settar af stað voru frumurnar orðnar P5.  

Umsáningar voru gerðar þannig; 

1.  Æti hellt úr flösku og afgangsæti skolað af frumum með 5 ml af PBS, 

2.  5 ml af 1x Trypsín/EDTA sett út á frumurnar og flaskan sett inn í hitaskáp í 3-5 

mínútur eða þar til flestallar frumurnar höfðu losnað af (athugað í smásjá). 

3.  Þegar allar frumurnar voru lausar var trypsínið hlutleyst (e.  neutralized) með 

jafnmiklu æti og notað var af trypsíninu (5 ml). 
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4.  Trypsínlausnin með frumunum í var svo spunnin niður við 1750 rpm í 5 mínútur, 

flotinu hellt af og frumu-pelletinn leystur upp í 1 ml af æti.  Þá var komin frumlausn 

sem hægt var að sá aftur í ræktunarílát og gera próf á. 

5.  Frumurnar voru taldar á talningagleri og frumufjöldi reiknaður skv.  formúlu (1), 

sjá að neðan. 

Ræktir voru settar upp með þremur ætisgerðum: 

1. 10% kálfasermi (FCS), notað var MSC qualified fetal bovine serum (Invitrogen, 

Carlsbad,CA, USA) (Cat # 12662-011) í  Dulbecco‘s minimum essential medium með 

viðbættri næringarlausn F12 sem gefur meiri  stöðugleika í ræktum og samleitari 

ræktunarskilyrði (DMEM/F12) (Invitrogen) 

2. 10% ferskt blóðflögulýsat í DMEM/F12 (HPL F) 

3. 10% úrelt blóðflögulýsat í DMEM/F12 (HPL Ú). 

Tafla 1 sýnir samsetningu ætanna  Þegar skipt er um æti eru lausar frumur sem ekki hafa fest 

sig við botn ræktunarílátsins fjarlægðar með ætinu. 

10% FCS æti 10% HPL F æti 10% HPL Ú æti 
45 ml DMEM grunnæti 
5 ml kálfasermi (FCS) 

45 ml DMEM grunnæti 
5 ml ferskt 
blóðflögulýsat(HPL F)  
200 µl heparin 

45 ml DMEM grunnæti 
5 ml útrunnið 
blóðflögulýsat(HPL Ú) 
200 µl heparin 

 

 Þegar frumum er umsáð þarf að setja ákveðinn frumufjölda í ræktunarílátið sem notað 

er (tafla 1).  Til að komast að því hve margar frumur hafa verið losaðar af er notast við 

talningar en þær fara þannig fram að 475 µl af leysi (PBS, æti eða trypan blue) eru settir í lítið 

tilraunaglas og 25 µl af frumulausn eru leystir upp í leysinum, 20-30 µl sýni var tekið úr 

lausninni og sett á talningagler.  Talið var í 4 x 16 reitum og frumufjöldi reiknaður sem svo: 

ml
frumurY

X
X

reithverjumífrumnatalinnafjöldi
ifrumufjöld 66 )1(1010

16

2,3

4
⋅

×=×
⋅

⇒==

 

 

3.3 Frumufjölgun 

Fjölgun frumnanna var athuguð með MTT prófum og CFU-F prófum, sem eru útskýrð 

hér að neðan. 
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MTT próf ganga út á það að ákveðnum fjölda frumna (við notuðum 2.500 frumur) er 

sáð í hverja holu í 96-holubakka  og látnar vaxa yfir ákveðið tímabil.  Á ákveðnum 

tímapunktum, (dögum 1,3, 5 og 7) er hvarfefnið MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyl tetrazolium bromide) sett út í holurnar.  Hvarfið gengur út á að gult vatnsleysanlegt 

MTT breytist í fjólubláa, óvatnsleysanlega formazan kristalla með tilkomu dehydrogenasa í 

hvatberum frumnanna.  Aðeins lifandi, virkar frumur eiga að taka efnið upp þó eitthvað sé um 

að MTT sem sett er út í æti án frumna myndi fjólubláa formazan kristalla sjálfkrafa.  

Formazan myndunin er t.d.  háð styrkleika MTT lausnarinnar og eiginleikum frumulínunnar 

sem notuð er.  Styrkleiki fjólubláa litarins og hvort hægt sé að endurtaka niðurstöðurnar 

tengjast beint samleitni frumnanna og efnaskiptaferlum þeirra.  Notað var MTT cell 

proliferation kit (ATCC, Boras, Svíþjóð).  Þetta kit inniheldur MTT reagent sem er hvarfefnið 

og MTT reagent detergent sem er sápuefnið.  MTT prófin okkar voru sett upp þannig að 3000 

frumum var sáð í hvern brunn í 96-holubakka (Nunc, Roskilde Danmörk) í 100 µl af æti að 

rúmmáli í minnst þríriti fyrir hvert æti fyrir hvern tímapunkt (dagar 1, 3, 5 og 7).  MTT 

hvarfefnið var sett út á frumurnar og látið inn í ræktunarskáp við 37°C, 5% CO2 styrk í 4 klst 

en á þessum tíma tóku lifandi frumur upp hvarfefnið og mynduðu formazan.  Næsta skref var 

að ná formazan kristöllunum út úr frumunum með því að setja sápuefni út á bakkana og  þeir 

settir í 37°C hita við hristing í 2 klst til að sprengja allar frumurnar sem höfðu tekið upp litinn.  

Þegar búið var að leysa upp allan litinn og gera lausnina í hverjum brunni einsleita var farið 

með bakkana út í Læknagarð og ljósgleypnin mæld við 570 nm tvisvar sinnum og 650 nm 

einu sinni, 570 nm mælingarnar sýndu frumufjölgunina, þ.e.  því meiri ljósgleypni, því meiri 

frumufjölgun og 650 nm mældu frumubrot og dauðar frumur.  Ljósgleypnin (e.  optical 

density (OD)) er reiknuð með  formúlu 2: 

)2(650570570 nmnmnm frumurætifrumurOD −−=  

 CFU-F stendur fyrir colony forming unit-fibroblasts og gengur út á það að sá ákveðnu 

magni af frumum í skálar og rækta í 14 daga samfleytt og athuga hversu margar kóloníur 

myndast á þessum tíma.  Gengið er út frá því að hver kólonía komi af einni frumu sem hefur 

fest sig við botninn á brunninum og fjöldi stofnfrumna  er reiknaður sem hlutfall af þeim 

fjölda frumna sem sáð var í upphafi. 

  Aðferðin sem við fórum eftir sagði að sá ætti 150 frumum í 56,75 cm2 petriskálar og 

skipta um 10 ml af æti á 3-4 daga fresti á meðan prófið stæði yfir.  Þetta fannst okkur þurfa 

aðeins of mikið æti og ákváðum því að gera minni próf með færri frumum.  Við notuðumst 

við 6-holubakka (Nunc) en hver brunnur í þeim er um 10 cm2.  Þar sem 150 frumur áttu að 
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fara í 56,75 cm2 reiknuðum við út að 25 frumur væri hæfilegur fjöldi í hvern brunn í 6-

holubakka, sjá að neðan.  Þegar frumurnar höfðu verið ræktaðar í 14 daga í hverju æti fyrir sig 

í sexriti, voru þær litaðar með  0,05 % crystal violet í methanollausn í 30 mínútur og kóloníur 

taldar.   

 

3.4 Svipgerðargreining 

Svipgerðargreining var gerð með mótefnalitun.  Öll mótefni voru keypt af Becton 

Dickinson and company, Franklin Lakes, NJ, USA; CD29PE-Cy5 (Cat # 559882), 

CD45FITC (Cat # 345808), CD73PE (Cat # 550257), CD90PE (Cat # 555596) , CD105PE 

(Cat # PN A07414 )  og anti-HLA-DRPerCP (Cat # 347402) mótefni voru notuð, ásamt 

FACScalibur tæki frá Becton Dickinson. 

U.þ.b.  100.000 frumur voru litaðar með 5 µl af hverju mótefni og látnar standa í 

myrkri við stofuhita í 15 mínútur þar til liturinn hafði dreifst um sýnið.  Þá var 300 µl af PBS 

bætt út í, sýnið hrist til blöndunar og 10.000 frumum safnað í FACScalibur tæki og 

niðurstöðurnar greindar með CellQuestPro hugbúnaði (version 4.0.2). 

3.5 Sérhæfingar 

Þar sem mesenchymal stofnfrumur teljast ekki mesenchymal stofnfrumur nema að 

geta sérhæfst yfir í frumutegundir upprunnar úr miðlagi, t.d.  bein-, brjósk-, eða fitufrumur 

settum við upp bein-, brjósk- og fitusérhæfingar til að sýna fram á að frumurnar sem við 

vorum að vinna með hefðu hæfileika til að sérhæfast yfir í fleiri en eina frumutegund. 

3.5.1 Beinsérhæfing 

 Sérhæfing mesenchymal stofnfruma yfir í beinfrumur er mjög vel skilgreint ferli eins 

og sést á mynd 4.  Eftir að frumurnar höfðu verið í ætisgerðunum þremur í 1 viku var þeim 

sáð við þéttleika 4000 frumur á cm2 í 24-holubakka fyrir Alizarin red S litun sem sýnir 

kalsíumútfellingar, 4000 frumur á cm2.  Í 25 cm2 ræktunarflöskur fyrir RNA einangrun til að 

kanna tjáningu á osteopontin og osteocalcin.  4000 frumur/cm2 í sýnaglersflöskur (e.  slide 

flasks) fyrir von Kossa litun sem sýnir steinefnaútfellingar, sem ættu allar að vera 

kalsíumútfellingar þar sem um beinsérhæfingar er að ræða.  Þegar frumurnar höfðu fest sig 

við botn ræktunarílátanna yfir nótt var ætinu á þeim skipt út fyrir beinsérhæfingaræti (Lonza, 

Basel, Sviss)  sem inniheldur Dexamethasone, L-Glutamine, ascorbate, 

penicillin/streptomycin, MCGS (vaxtarþættir) β-glycerophosphate. 
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3.5.2 Brjósksérhæfing 

Frumurnar voru settar upp í hverju æti fyrir sig og ræktaðar í 1 viku og 250.000 

frumur fyrir hvern pellet voru skolaðar og færðar í 1,5 ml eppendorfglas (REF. 72.690 

Sarstedt, Nümbrecht, Þýskaland) þar sem þær voru spunnar niður í ófullgerðu  

brjósksérhæfingaræti, sem inniheldur dexamethasone, ascorbate, ITS og næringarefni, 

penicillin/streptomycin, sodium pyruvate og proline (Lonza), 150 xg í 5 mínútur við stofuhita.  

Pelletarnir voru ræktaðir í 21 dag og skipt var um æti á þriggja daga fresti.  Settir voru upp 5 

pelletar fyrir hverja ætisgerð.   Í annað hvert sinn sem skipt var um æti var ferskt  fullgert æti 

búið til með því að blanda 7,5 µl af TGF-β3 út í 15 ml af ófullgerðu brjósksérhæfingaræti 

(lokastyrkur TGF-β3 var 10 ng/ml). 

3.5.3 Fitusérhæfing 

Eins og sést á mynd 4 er minnst vitað um mismunandi þrep fitusérhæfingarinnar af 

þeim sérhæfingum sem við framkvæmdum. Á sama tíma og frumur voru settar upp í beinrækt 

var fitusérhæfing sett upp en ráðlagður þéttleiki frumnanna fyrir fitusérhæfingu skv.  

framleiðanda var 10.000 frumur á cm2.  Fitusérhæfingar fyrir Oil red O litun voru settar upp í 

24-holubökkum og slide flöskum Oil red O litar fitubólur innan frumna rauðar og sýnir fram á 

fitusérhæfingu þar sem engar aðrar heilbrigðar frumur líkamans en fitufrumur mynda 

fitubólur.  Fyrir RNA einangrun var frumunum sáð í 25 cm2 ræktunarflöskur við 10.000 

frumur á cm2 þéttleika eða 250.000 frumur í hverja flösku.  Frumurnar voru látnar ná 60-85% 

þekju í hverju æti fyrir sig áður en því var skipt út fyrir fitusérhæfingaræti (Invitrogen, 

Carlsbad, CA, USA).  

 

3.6 Mixed lymphocyte reactionassay (MLR) 

Vitað er til þess að mesenchymal stofnfrumur hafi ónæmisbælandi áhrif og eru þau 

athuguð í svokölluðu mixed lymphocyte reaction prófi eða MLR prófi [61].  Í líkamanum geta 

Mesenchymal stofnfrumur haft bein áhrif á T frumur með snertingu milli frumugerðanna eða 

þær geta haft óbein áhrif á T frumurnar með því að breyta þroskun angafrumna [36].  Einnig 

hafa Mesenchymal stofnfrumur áhrif á seytun angafrumna á boðefnum (e.  cytokine) um allt 

að helming, TH1 frumur sem eru ræktaðar í návist mesenchymal stofnfrumna seyta minna 

IFN-α en TH1 frumur sem eru ræktaðar sér.  NK frumur sem eru örvaðar með IL-2 seyta IFN-γ 

en sé þetta gert í návist Mesenchymal stofnfrumna minnkar magn IFN-γ mikið [31]. 

Mesenchymal stofnfrumur seyta ýmsum boðefnum í venjulegri rækt, þ.á.m.   interleukin-6 
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(IL-6), interleukin-8 (IL-8), prostaglandin E2 (PGE2) og vascular endothelial cell growth 

factor (VEGF).  Við samræktun mesenchymal stofnfrumna og stórkirningum úr blóði (e.  

PBMC) seyta mesenchymal stofnfrumurnar meira magni af þessum boðefnum [31].  PGE2 

leikur stórt hlutverk í ónæmisbælandi áhrifum mesenchymal stofnfrumna. 

Hægt er að nota phytohemagglutinin (PHA) til að örva T frumurnar til 

frumuskiptingar [31] í staðinn fyrir að nota T frumur úr 2 einstaklingum. 

Mixed lymphocyte reaction eða MLR prófin okkar gengu út á það að athuga hvort 

Mesenchymal stofnfrumur sem ræktaðar hafa verið í FCS æti, æti með fersku blóðflögulýsati 

og æti með útrunnu blóðflögulýsati hafi mismikil bælandi áhrif á fjölgun T frumna.  MLR 

próf voru sett upp þannig að á degi 0 var 50.000 Mesenchymal stofnfrumum sáð í 12-

holubakka.  Á degi 1 voru þær frumur sem ekki höfðu fest sig fjarlægðar og brunnum með 1 

µm filter komið fyrir í 12-holubrunnunum svo botninn lá ofan á mesenchymal 

stofnfrumulaginu.  Í þessa brunna var svo 500.000 T frumum sáð í 1 ml rúmmáli.  T frumur 

voru einangraðar úr buffycoat einingu með því að einangra fyrst peripheral blood 

mononuclear frumur (cells) eða PBMC með ficoll aðferð; 

1. Teknir 50 ml af blóði úr buffycoat-einingu og þynntir til helminga með PBS (25 ml 

blóð í 25 ml af PBS), gefur 100 ml af þynntu blóði. 

2. 12,5 ml af ficoll lausn komið fyrir í 4 nýjum 50 ml glösum og 25 ml af þynntu blóði 

pípettaðir varlega ofan á. 

3. Glösin spunnin niður við 2000 rpm án bremsu í 20 mínútur. 

4. Flotið tekið af og hvítfrumu-laginu úr 2 glösum safnað í nýtt glas. 

5. Fyllt upp í 50 ml með PBS og spunnið niður við 1700 rpm (með bremsu). 

6. Pellet leystur upp í 1x lysis buffer sem eyðir rauðum blóðkornum og látið standa í 2 

mínútur til að leyfa buffernum að virka. 

7. Fyllt upp að 50 ml með PBS og spunnið niður við 1200 rpm (með bremsu). 

8. Frumurnar taldar áður en gerð er T frumu einangrun. 

Þessar frumur eru litaðar með CD3 microbeads (CD3 er sértækt fyrir T frumur) og settar á LS 

súlu sem einangraði T frumur.  Eftir samræktun þessara frumutegunda í 24-48 klst voru svo 

gerð MTT próf á T frumunum þannig að 100 µl af T frumurækt úr hverjum brunni var komið 

fyrir í  96-holubakka, 10 µl af MTT reagent settir út í og bakkinn settur inn í ræktunarskáp í 4 

klst.  Þá voru frumurnar sprengdar með 100 µl af MTT reagent detergent og ljósgleypni 

mæld.  Frumufjölgun var svo reiknuð skv.  formúlu (2). 
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3.7  Mælingar á innihaldi ýmissa vaxtarþátta í blóðflögulýsötum 

 Til að kanna innihald blóðflögulýsatanna gerðum við svokölluð cytokine assay sem 

mæla ýmis ónæmisboðefni (e. cytokine) og vaxtarþætti.  Til þess að gera þetta þurfti að 

spinna niðu útfellingar sem myndast höfðu í blóðflögulýsötunum til þess að taka sýni sem 

hægt var að vinna með úr þeim.  Sýni úr blóðflögulýsötunum voru mæld með sýnum sem 

verið var að kanna úr chitosan tilraunum sem Ramona framkvæmdi.  Þar sem unnið var með 

fullnýttan bakka þurfti ekki að loka brunnum sem ekki voru notaðir með sjálflímandi áli en 

annars er það gert í byrjun. Framkvæmd prófanna er gerð með tilbúnu setti (e. kit) frá 

Affymetrix.  Þetta sett kallast Procarta® cytokine assay kit og er sérstaklega hannað fyrir 

prófanir á ætissýnum úr frumuræktum.  Unnið var eftir aðferðalýsingu frá framleiðanda: 

1. Filterbakkinn var bleyttur með því að setja 150 µl af reading buffer í brunnana og látið 

standa við stofuhita í 5 mínútur en þá var bufferinn fjarlægður með sogi. 

2. Hrist var upp í mótefnakúlulausninni (antibody beads) og 50 µl af þeim bætt út í 

brunnana. Lausnin var svo fjarlægð með sogi. 

3. Mótefnakúlurnar voru skolaðar með 150 µl af 1X washing buffer og hann svo sogaður 

af.  Botn bakkans var þerraður á pappírsþurrku. 

4. 50 µl af sýni var komið fyrir í hverjum brunni og bakkanum lokað með sjálflímandi 

álþynnu. 

5. Bakkinn var vafinn í álpappír og komið fyrir á hristara og hristur í 60 mínútur við 

stofuhita eins hratt og hægt var án þess að hann færðist úr stað. 

6. Álþynnan var fjarlægð og allur vökvi fjarlægður með sogi. 

7. Bakkinn var svo skolaður þrisvar með 150 µl/brunn af 1X washing buffer og botn 

bakkans þerraður að því loknu með pappírsþurrku. 

8. 25 µl af svarmótefni voru settir í hvern brun og bakkanum lokað með sjálflímandi 

álþynnu 

9. Bakkinn var vafinn í álpappír og komið fyrir á hristara og hristur í 30 mínútur við 

stofuhita eins hratt og hægt var án þess að hann færðist úr stað. 

10. Álþynnan var fjarlægð og allur vökvi fjarlægður með sogi. 

Bakkinn var svo skolaður þrisvar með 150 µl/brunn af 1X washing buffer og botn 

bakkans þerraður að því loknu með pappírsþurrku. 

11. 50 µl af Streptavidin-PE var komið fyrir í hverjum brunni og bakkanum lokað með 

sjálflímandi álþynnu. 

12. Bakkinn var vafinn í álpappír og komið fyrir á hristara og hristur í 30 mínútur við 

stofuhita eins hratt og hægt var án þess að hann færðist úr stað. 
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13. Álþynnan var fjarlægð og allur vökvi fjarlægður með sogi. 

14. Bakkinn var svo skolaður þrisvar með 150 µl/brunn af 1X washing buffer og botn 

bakkans þerraður að því loknu með pappírsþurrku. 

15. Þá var 120  µl af reading buffer kkomið fyrir í hverjum brunni og bakkanum lokað 

með sjálflímandi álþynnu. 

16. Bakkanum var vafið í álpappír og hann hristur í 5 mínútur við stofuhita eins hratt og 

hægt var án þess að hann færðist úr stað. 

17. Að þessu loknu var bakkinn mældur í Luminex. 

 

Tafla 2: hlutverk ónæmisboðefna og vaxtarþátta sem skoðuð voru. 
cytokine Hlutverk 

IL1-β 
Hitahækkandi, virkjar T frumur og 
átfrumur (e. macrophages). 

IL6 
Hitahækkandi og stuðlar að vexti T 
frumna og B frumna. 

TNFα 
Bólgumyndandi og virkjar 
innanþelsfrumur. 

IL8 Bólgumyndandi. 
IL4 Bólgueyðandi. 

IL10 
Bólgueyðandi  og bælir starfsemi 
átfrumna. 

IL12p(40) 
Virkjar NK frumur (drápsfrumur) og 
stuðlar að þroskun CD4 T-frumna yfir í 
TH1frumur. 

RANTES 
Kallar hvítfrumur að  bólgum, stuðlar að 
fjölgun NK frumna (drápsfrumna) og  
virkjar þær. 

VEGF 
Vaxtarþáttur sem örvar myndun nýrra 
æða í fósturþroskun. 

EGF 
Vaxtarþáttur sem leikur mikilvægt 
hlutverk í stjórn frumuvaxtar og 
frumufjölgunar. 
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4.  NIÐURSTÖÐUR 

4.1 Svipgerðargreining 

Til að kanna áhrif mismunandi gerða blóðflögulýsata og kálfasermis á svipgerð 

frumanna og tjáningu yfirborðssameinda á þeim, greindum við frumurnar í ljóssmásjá og 

frumuflæðisjá. Þetta var meðal annars gert til þess að ganga úr skugga um að blóðflögulýsötin 

hefðu ekki neikvæð áhrif á form (e. morphology) MSC frumnanna eða hæfileika þeirra til að 

loða við ræktunarplast og skipta sér.  

Greining á frumunum í ljóssmásjá sýndi að blóðflögulýsötin, þar með talin þau sem 

framleidd voru úr útrunnum blóðflögueiningum, höfðu ekki neikvæð áhrif á hæfileika MSC 

frumanna til að festast við ræktunarplast og hindruðu þar með ekki fjölgun þeirra (mynd 7). 

Ekki var hægt að greina sérstakan mun á útliti frumnanna eftir 1 og 3 daga í rækt að 

undanskildu því að frumur ræktaðar í HPL Ú virtust herpast meira saman og því var hægt að 

greina eyður á milli frumnanna eftir 7 daga í rækt ( mynd 7).  

 

 FCS HPL F HPL Ú 

Dagur 1 

   

Dagur 7 

   
Mynd 7: Dæmi um útlit frumna í rækt, á dögum 1 og 7. Stækkun 100X.  n=2 (mismunandi gjafar) endurtekið 3 

sinnum 

 

Greining á tjáningu yfirborðssameinda sýndi að mismunandi ræktunarskilyrði breyttu 

ekki tjáningu á yfirborðssameindum mesenchymal stofnfrumanna eftir 7 daga í rækt ( mynd 

8). Þó mátti greina mun  á MSC frumunum sem ræktaðar voru í HPL Ú. Þær frumur virkuðu 
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ekki eins einsleitar eins og frumur ræktaðar með HPL F og FCS. Mesenchymal 

stofnfrumurnar voru jákvæðar fyrir CD29, CD73, CD90 og CD105 en neikvæðar fyrir HLA-

DR og CD45 og var þá alveg sama hvort þær höfðu verið ræktaðar með kálfasermi eða 

blóðflögulýsötum ( mynd 8 og tafla 1).  Við skilgreindum þær frumur jákvæðar sem voru fyrir 

ofan 102 á x-skalanum en neikvæðar sem voru þar fyrir neðan. Þar sem ávalt var um mikinn 

mun að ræða voru ekki notuð isotype specific mótefni, sem viðmið. Blóðflögulýsötin virðast 

ekki breyta tjáningu á yfirborðssameindum miðað við ræktun með kálfaserminu (mynd 8) og 

útlit frumna í rækt virðist ekki breytast til að byrja með en á degi 7 eru frumur í 

blóðflögulýsatræktunum þéttari og aðeins smærri en frumurnar í kálfasermisræktunum. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Mótefni 

gegn 

FCS HPL F HPL Ú 

Dot plot 
   

CD29 
   

CD45 
   

CD73 
   

CD90 
   

CD105 
   

Anti-HLA-
DR    

Mynd 8: Tjáning yfirborðssameinda stofnfrumnanna. 
Öll mótefnin reyndust jákvæð fyrir utan DR og CD45 sem voru  
neikvæð .n=2, endurtekið 10 sinnum  
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Tafla 3:  Tjáning yfirborðssameinda stofnfrumnanna.   
Mótefni gegn FCS HPL F HPL Ú 
CD29 + + + 
C45 - - - 
CD73 + + + 
CD90 + + + 
CD105 + + + 
HLA-DR - - - 

 

4.2 Frumufjölgun 

Næst var athugað hvort  ræktun MSC frumna í fersku og útrunnu blóðflögulýsati breytti 

fjölgunargetu og fjölgunarhraða frumnanna.  Til að greina fjölgunarhraðann notuðum við 

fjölgunar próf ( e. Proliferation assay) svo kallað MTT próf sem byggir á litarbreytingu úr 

gulu yfir í fjólublátt.  Ljósgleypni er í beinu hlutfalli við frumufjölda hverju sinni og er hún 

reiknuð með eftirfarandi hætti: 

)2(650570570 frumnaODætisODfrumnaODOD −−=  

MTT prófið sýndi að aukning varð í frumufjölgun þegar leið á ræktunartímann, þangað til að 

frumurnar þöktu rætkunarbrunninn  (mynd 9 og tafla 2). Frumufjölgun virðist betri í 

blóðflögulýsatræktum en í kálfasermisræktum.   

Tafla 4: meðaltöl ljósgleypnimælinga á 4 tímapunktum.  
fyrir hvert æti n=1, 15endurtekningar fyrir hvert æti 
mælieining í öllum tilvikum er OD fyrir ljósgleypni. 

Dagur FCS HPL F HPL Ú 
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: Niðurstöður úr MTT prófum yfir 7 daga tímabi., 
Á myndinni sést hvernig ljósgleypnin eykst með lengri 
tíma og bendir það til þess að frumufjöldi aukist eftir því 
sem frumurnar eru lengur í rækt. FCS ræktir eru sýndar 
með tíglum, HPL F ræktir eru sýndar með ferningum og 
HPL Ú ræktir með þríhyrningum.n=1(gjafar), 15 
endurtekningar fyrir hvert æti. 

 
CFU-F próf voru gerð til að athuga sjálfsendurnýjunarhæfileika mesenchymal 

stofnfrumnanna sem við unnum með og að athuga hlutfall frumnanna sem töldust eiginlegar 

stofnfrumur úr þessum sundurleita hópi frumna sem kallast mesenchymal stofnfrumur. Ekki 

reyndist munur á fjölda kólonía sem frumur úr hverju æti fyrir sig mynduðu þar sem að 

staðalfrávikin voru há (tafla 3). Einnig virtust kóloníur sem mynduðust í kálfasermisræktum 

vera ívið stærri en kóloníur úr blóðflögulýsatræktum (mynd 10). 

CFU-F próf sýna að myndun kólonía er samskonar, sama hvort notuð eru 

blóðflögulýsöt eða kálfasermi í ræktirnar þ.e.  það myndast jafnmargar kóloníur í HPL Ú og 

FCS ræktum þó þær sem eru settar upp með kálfaserminu líti út fyrir að vera stærri. 
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Mynd 10: kókonír úr CFU_F prófum. (A) sýnir kóloníur úr kálfasermisræktum. (B) sýnir kóloníur úr HPL F 
ræktum og (C) sýnir kóloníur úr HPL Ú ræktum. (D) sýnir meðalfjölda kólonía úr hverri rækt í stöplariti, enginn 
tölfræðilega marktækur munur var á milli ætisgerða. 
 
Tafla 5: niðurstöður úr CFU-F prófum, n=2. 12 endurtekningar hvor   

gerð ætis meðalfjöldi kólonía hlutfall stofnfrumna 
FCS 5 5/25 
HPL F 3 3/25 
HPL Ú 5 5/25 

4.3 Sérhæfingar 

Sérhæfingar voru framkvæmdar þar sem eitt af því sem skilgreinir mesenchymal 

stofnfrumur er hæfileiki þeirra til að sérhæfast í a.m.k. bein, brjósk og fituvefi. Til að kanna 

áhrif mismunandi ræktunaraðstæðna á hæfni MSC frumna til að sérhæfast voru þær ræktaðar í 

eina umsáningu (7 daga) í æti sem innihélt FCS, HPL F eða HPL Ú (10% v/v). Því næst voru 

frumurnar settar í sérhæfingu yfir  í beinfrumur, brjóskfrumur og fitufrumur ( sjá nánar í efni 

og aðferðir).  

4.3.1 Beinsérhæfing 

Eftir 21 dag í beinfrumu-sérhæfingaræti voru frumurnar greindar með von Kossa litun, 

sem greinir steinefnamyndun (e. minerilization) í utanfrumuefni og alizarin red, sem greinir 

kalkmyndanir (e. calcification) í utanfrumuefni.  Vefjalitanir sýndu að frumurnar sem 

ræktaðar voru með blóðflögulýsötunum sérhæfðust jafnvel ef ekki betur en frumur ræktaðar 

með kálfaserminu þar sem sterkari litun kom fram á steinefnaútfellingum í von Kossa litunum 

í MSC frumum sem höfðu verið forræktaðar í HPL F og HPL Ú (mynd 11). Einnig var hægt 



  38 

að greina beinhnúða í alizarin red lituninni í öllum þrem ætisgerðunum. Hins vegar reyndist 

ekki möguleiki að magnmæla kalkmyndunina vegna tæknilegra vandamála (mynd 12). 

 

FCS HPL F HPL Ú 

   
Mynd 11: Von Kossa litun, bakgrunnslitun er gerð með nuclear fast red litun sem litar frumurnar 
bleikar, steinefnaútfellingar litast brúnar. Stækkun 200x. Myndir skerptar með “autocorrect” í 
“microsoft office picture manager”. n=2 (gjafar) 3 endurtekningar hver 

 
FCS HPL F HPL Ú 

 

  

Mynd 12: myndun beinhnúða úr kalsíumútfellingum í beinræktum, litun með alizarin red S. n=2 (gjafar). 

 

4.3.2 Brjósksérhæfing 

Brjósksérhæfing var framkvæmd í pellet frumurækt (sjá nánar í efni og aðferðir).  Eftir 

21 dag í brjóskfrumu-sérhæfingaræti voru pelletarnir teknir, skornir og litaðir með 

Hematoxylin-Eosin litun (HE).  Litunin sýnir að uppröðun frumnanna í brjóskpelletunum var 

eins og búast mátti við, færri og kringlóttari frumur í kjarna pelletsins og  flatari frumur í jaðri 

pelletsins(mynd 13a, c, e).  Einnig voru sneiðar litaðar með toluidine blue litunaraðferð sem 

litar sértækt fyrir protepglycan í utanfrumuefninu (verður fjólublátt). Brjósksérhæfingin 

virðist koma aðeins betur út í ræktum með frumum forræktuðum í FCS samanborið við HPL 

F og HPL Ú.  Með HE litun má sjá að í miðju pelletsins sérhæfðum frá MSC frumum 

ræktuðum í FCS að lengra bil er á milli frumnanna og með Toluidine blue lituninni er merki 

um utanfrumuefnismyndun (proteoclycan), sérstaklega í miðju pelletsins.  Brjósksérhæfingin í 

MSC frumunum sem voru ræktaðar í HPL F og HP-Ú reyndist ekki vera jafn góð og í FCS 

ætinu. Frumurnar voru þéttara saman og ekki virtist vera eins mikil utanfrumuefnismyndun í 
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miðju pelletsins, þó var hægt að greina proteoglycan myndin í jöðrum beggja pellettana sem 

ræktaðir voru úr MSC frumum fjölguðum í HPL æti. Einnig var sjáanlegur stærðarmunur á 

brjóskpellettunum, þar sem að frumur ræktaðar í FCS mynduðu stærri pelletta (mynd 14). 

 

 Hematoxylin (HE) litun Toluidin blue litun 

fxFCS 

  

HPL F 

  

HPL Ú 

  

Mynd 13:  Brjóskpelletar litaðir með HE litun (A,C,E) til að sýna uppröðun 
frumnanna í pelletnum og toluidine blue litun (B,D,F) til að sýna utanfrumuefni. 
Stækkun 100x. Myndir skerptar með “autocorrect” í “microsoft office picture 
manager”n=2 (gjafar), 1 pellet úr hverri rækfór í litun. 

 

4.3.3 Fitusérhæfing 

Eftir 14 daga í fitusérhæfingaræti voru frumurnar litaðar með Oil red O lit, sem litar 

fitublöðrur í frumunum (sem myndast í sérhæfingunni). MSC frumur sem fjölgað hafði verið í 

FCS sýndu verri fitufrumusérhæfingu samaborið við frumur sem fjölgað hafði verið í HPL F 

eða HPL Ú (mynd 14). 

 

FCS HPL F HPL Ú 

A B 

C D 

E F 
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Mynd 14: fitublöðrur, litaðar með oil red O lit á degi 15 úr öllum ræktum. Myndir skerptar með “autocorrect” í 
“microsoft office picture manager”. Stækkun 400x. n=2 (gjafar), 2 endurtekningar hvor 

4.4 Mixed lymphocyte reaction próf 

Það hefur verið sýnt fram á það að mesenchymal stofnfrumur geti haft ónæmisbælandi 

áhrif og þess vegna vildum við kanna,  með MLR prófi, hvort það að rækta MSC frumur í 

blóðflögulýsati (HPL F, HPL Ú) hefðu sömu áhrif.  Hér á eftir eru birtar bráðabirgða 

niðurstöður úr MLR prófum sem snúa meira að því hvernig þessi próf verða sett upp í 

framtíðinni. Við höfum komist að því að best er að nota 500.000 T frumur á móti 50.000 

mesenchymal stofnfrumum í MLR prófum (mynd 17 og tafla 6).  Besta frumufjölgunin næst 

ef T frumurnar eru örvaðar með phytohemagglutinin PHA (töflur 7 og 8, myndir 15 og 17) og 

ræktaðar í 10% FCS í DMEM æti í stað RPMI æti (gögn ekki sýnd). 

 

Tafla 6: meðaltal ljósgleypni (OD) úr misþéttum T frumuræktum með PHAsettar upp án áhrifa MSC 

Fjöldi 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 

 

 
Mynd 15: þynningar á T frumum (sett upp með PHA)  
án áhrifa frá Mesenchymal stofnfrumum 
 til að ákvarða minnsta frumufjölda sem hægt var að 
vinna meðá þægilegan hát.n=1(gjafar) 3 
endurtekningar .   

 
 
 
Tafla 7: meðalljósgleypni í MLR ræktum án PHA 
3 sýni úr hverri rækt 

án PHA meðaltal 
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Viðmið (án MSC) 0,0953 
FCS 0,0673 
HPL F 0,1015 
HPL Ú 0,0584 

 

 
Mynd: 16: MLR sett upp án efnis til að örva 
frumufjölgun (PHA).  OD gildi eru of lág til að hægt sé 
að vinna úr þeim.á þægilegan hátt.n=1(gjafar)  þrjár 
endurtekningar 

 
Tafla  8: meðalljósgleypni í MLR ræktum með PHA (n=3) 

með PHA meðaltal 

Viðmið (án MSC) 0,18973 
FCS 0,08103 
HPL F 0,06662 
HPL Ú 0,11903 

 

 

Mynd 17: hlutfallsleg bæling MSC frumna úr hverri 
ætisgerð miðað við viðmiðið sem var sett upp án 
Mesenchymal stofnfrumna n= 1 (gjafar), 3 endurtekningar 
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4.5. Mælingar á ónæmisboðefnum og vaxtarþáttum í blóðflögulýsötunum 

Til að fá einhverja hugmynd um hvað blóðflögulýsötin innihalda gerðum við fjölþátta 

cytokine assay, þar sem að við greindum tjáningu á 10 mismunandi vaxtarþáttum og 

ónæmisboðefnum. Það kom ekki á óvart að mikil tjáning var á hinum ýmsu þáttum í 

blóðflögulýsötunum samanborið við kálfasermið (myndir 18-20 og tafla 6). Ónæmisboðefni 

eins og IL-6, IL8, IL-4, IL-12, IL1b, IL-10 og TNFa voru til staðar í blóðflögulýsötunum. 

Einnig var að finna vaxtarþætti eins og VEGF,  EGF og  efnaboða eins og RANTES.  Enginn 

sérstakur munur var á tjáningu þessara þátta milli HPL F og HPL Ú, þó mátti greina að í HPL 

Ú var þetta lægra. Hins vegar byggir þetta einungis á einni tilraun og því ekki hægt að segja 

neitt með vissu.  
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Mynd18: bólgumyndandi cytokine sem finnast í blóðflögulýsötunum í miklu meira magni en í kálfaserminu. Af 
þessum fjórum finnast bara Interleukin 6, IL12p(40) og TNFα í kálfaserminu en IL1-β, IL8 og RANTES mælast 
0.  Öll önnur gildi má lesa í töflu 9. Y-ásar sýna styrk ónæmisboðefna íeiningunni pg/ml 
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Mynd 19: Bólgueyðandi cytokine sem finnast í blóðflögulýsötunum. IL4 finnst einnig í litlum mæli í 
kálfaserminu en ekki IL10.gildin má finna í töflu  9. Y-ásar sýna styrk ónæmisboðefna í einingunni pg/ml 

 

  

Mynd 20: vaxtarþættir sem finnast í blóðflögulýsötunum en ekki í kálfaserminu. Eins og sést á skölunum er 
rúmlega tvöfalt meira magn VEGF en EGF. Gildin má finna í töflu 9. Y-ásar sýna styrk ónæmisboðefna í 
einingunni pg/ml 
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Tafla 9:  Mælingar á ónæmisboðefnum og vaxtarþáttum 
í blóðflögulýsötunum og kálfaserminu. Öll gildi eru pg/ml 

FCS 0 0 
HPL F 46,705 1,039447 IL1-β 
HPL Ú 42,65 3,4082547 

FCS 17,99 1,2303658 
HPL F 1857,9 17,720096 IL6 

HPL Ú 1546,91 108,68231 
FCS 0 0 

HPL F 74,195 3,9103 IL8 

HPL Ú 64,175 7,756961 
FCS 12,63 0,494975 

HPL F 340,54 6,844794 TNFα 

HPL Ú 298,07 33,8987 
FCS 14,84 0,070711 

HPL F 70,02 3,040559 IL12p(40) 

HPL Ú 53,19 2,149605 
FCS 0 0 

HPL F 721,23 8,287291 RANTES 

HPL Ú 755,265 8,110515 
FCS 9,44 2,3475945 

HPL F 121,26 6,0245498 IL4 

HPL Ú 115,655 10,146982 
FCS 0 0 

HPL F 178,395 8,633774 IL10 

HPL Ú 128,375 15,47857 
FCS 0 0 

HPL F 365,36 11,73797 VEGF 

HPL Ú 317,79 20,39296 
FCS 0 0 

HPL F 122,92 13,88758 EGF 

HPL Ú 126,875 2,100107 
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5.UMRÆÐA 

Það hefur verið vitað í nokkur ár að hægt er að rækta mesenchymal stofnfrumur með 

góðum árangri í blóðflögulýsati í staðinn fyrir kálfasermi. Hins vegar hefur ekki verið kannað 

með skilvirkum hætti hvort hægt sé að rækta MSC frumur í blóðflögulýsati, unnu úr 

útrunnum blóðflögueiningum. 

 Blóðflögur hafa takmarkaðan geymslutíma í blóðbönkum. Vanalegur geymslutími 

blóðflaga í blóðbönkum er 5-7 dagar. Eftir það hefst virkjunarferli í blóðflögunum sem veldur 

því að þær umhverfast, byrja að brotna niður og verða óstarfhæfar [49].  Við það leka 

mikilvægir vaxtaörvandi þættir úr blóðflögunum út í næringarlausnina (sem blóðflögur eru 

vanalegar geymdar í)  eða plasmað sem við notuðum sem næringarlausn í okkar tilfelli. 

 Við veltum því fyrir okkur hvort ekki mætti nota þessar útrunnu blóðflögur til 

rætkunar á stofnfrumum og öðrum frumutegundum. 

 Við byrjuðum á því að setja upp verkferil til að útbúa blóðflögulýsat úr 

blóðflöguþykknum. Vegna skorts á tækjabúnaði sem gerir kleyft að skilja blóðflögurnar við 

mikinn hraða (20.000 x G) kusum við að skilja þær við lægri hraða (923 x G) og setja þær svo 

í gegnum 2 síunarskref þar sem aðvið bæði losnuðum við blóðflögubrot og sterílfilteruðum 

lýsötin. Þetta er langt ferli en hefur gefið okkur góðan efnivið sem meðal annars hefur verið 

nýttur til ræktunar á beinfrumum og stofnfrumum úr fósturvísum, í samstarfi við Dr. Brendon 

Noble  við MRC Centre for Regenerative Medicine í Edinborg (gögn ekki sýnd).  

 Næst könnuðum við hvort að rætkun á MSC frumum í útrunnu blóðflögulýsati hefði 

einhver áhrif á tjáningu yfirborðssameinda, útlit frumnanna eða hæfileika þeirra til að loða við 

plastræktunarskálar. Ekki var hægt að greina að HPL Ú hefði nein sérstök neikvæð áhrif á 

þessa þætti. Þetta er í samræmi við það sem aðrir rannsóknarhópar hafa sýnt fram á með því 

að nota blóðflögulýsöt unnin úr ferskum blóðflögum [54, 62, 63].  Við athugun á því hvort að 

rætkun MSC frumna í útrunnu blóðflögulýsatæti hefði áhrif á fjölgunargetu MSC frumnanna, 

sáum við bæði frumur ræktaðar í æti með ferskum og útrunnum blóðflögulýsötum  uxu 

jafnvel eða betur í æti sem innihélt blóðflögulýsöt samanborið við kálfasermi. Þetta þarf ekki 

að koma á óvart, þar sem að blóðflögulýsöt innihalda marga vaxtarörvandi þætti eins og EGF, 

bFGF og TGFβ [54]. Hins vegar var það áhugavert að sjá að útrunnið blóðflögulýsat hafði 

jafn góð áhrif á fjölgun MSC frumanna og ferskt blóðflögulýsat. Það má því varlega túlka það 

þannig að blóðflögur viðhaldi þessum örvandi vaxtarþáttum eftir 5-7 daga geymslu. Við 

getum ekki sagt að blóðflögulýsötin séu betri til rætkunar á MSC frumum, þar sem ekki voru 

gerðar nægjanlega margar endurtekningar.   
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 Mesenchymal stofnrumur eru blanda af stofnfrumum og forverafrumum. Til að kanna 

áhrif blóðflögulýsata á stofnfrumurnar, settum við upp colony forming assay fibroblast (CFU-

F), sem má nota til að fá hugmynd um hlutfall stofnfrumna í frumusúpunni [55]. Þessar 

niðurstöður sýndu að það hefur engin áhrif á stofnfrumurnar í MSC frumunum að rækta þær 

með kálfasermi, fersku blóðflögulýsati eða útrunnu blóðflögulýsati. Þetta kom okkur örlítið á 

óvart þar sem að við bjuggumst við að sjá meira viðhald á stofnfrumunum í hópunum 

ræktuðum með blóðflögulýsötum þar sem að fjölgunin var meiri í þeim hópum. Við getum þó 

ekki sagt að um tölfræðilega marktækan mun sé að ræða þar sem að um of fáar 

endurtekningar er að ræða til að hægt sé að reikna tölfræðilegan mun. Aðrir rannsóknarhópar 

hafa sýnt fram á að blóðflögulýsöt unnin úr ferskum blóðflögum örvi meira fjölgun á MSC 

frumum samanborið við frumur rætkaðar í kálfaermi [54, 62-64].  Við könnuðum hvort að 

ræktun á MSC frumum í blóðflögulýsötum myndi hafa áhrif á hæfileika þeirra til sérhæfingar, 

yfir í beinfrumur, brjóskfrumur og fitufrumur. Stutta svarið er að slík rætkun hefur engin 

neikvæð áhrif á slíka sérhæfingu. Þó mátti greina að frumur ræktaðar með útrunnu 

blóðflögulýsati sýndu meiri hæfileika til sérhæfingar í beinfrumur á meðan að frumur 

ræktaðar með fersku blóðflögulýsati sýndu meiri hæfileika til sérhæfingar í fitufrumur og 

frumur ræktaðar í kálfsermi sýndu meiri hæfileika til sérhæfingar í brjóskfrumur. Þessu 

verður þó að taka með fyrirvara þar sem að ekki vannst tími til að endurtaka þessar tilraunir. 

Hins vegar getum við sagt að ræktun á MSC frumum í blóðflögulýsati unnu úr útrunnum 

blóðflögueiningum virðist ekki hafa neikvæð áhrif á sérhæfingu þeirra samanborið við frumur 

ræktaðar í kálfasermi. Aðrir rannsóknarhópar hafa sýnt fram á að frumur ræktaðar í 

blóðflögulýsötum unnin úr ferskum blóðflögum, örvi meira bein og fituséræfingu þessara 

frumna [64]. Því er ekki ólíklegt að með fleiri endurtekningum myndum við sjá sams konar 

niðurstöður. 

 Við gerðum tilraun til þess að finna út hvað það væri í blóðflögulýsötunum sem gæti 

verið að hafa vaxtarörvandi árhif á MSC frumurnar. Það hefur verið sýnt fram á að 

vaxtarþættir á borð við PDGF ββ, EGF, bFGF, VEGF, IGF og TGFβ eru í miklu magni í 

blóðflögulýsötum og geta haft vaxtarörvandi áhrif. Að auki eru ónæmisboðefni á borð við IL-

6 og IL-8 sem vitað er að geta örvað beinsérhæfingu og IL-4, IL-10 sem eru talin gegna 

hlutverki í ónæmisbælingu [34, 65]. Okkar frumniðurstöður benda til þess að bæði fersk og 

útrunnin blóðflögulýsöt innihaldi töluvert meira magn af þessum þáttum samanborið við 

kálfasermið. 

 Markmið þessa verkefnis var að fá hugmynd um áhrif útrunninna blóðflaga á 

fjölgunar- og sérhæfingarhæfni mesenchymal stofnfrumna. Til viðmiðunar var notað 
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kálfasermi sérstaklega valið til ræktunar á mesenchymal stofnfrumum. Við settum upp 

verkferil til framleiðslu á blóðflögulýsötum úr útrunnum og ferskum blóðflögueiningum. Við 

sýndum fram á að hægt er að fjölga MSC frumum í blóðflögulýsötum unnum úr ferskum eða 

útrunnum blóðflögum. Slíkt hefur ekki neikvæð áhrif á sérhæfingarhæfni mesenchyaml 

stofnfrumna. Að lokum settum við upp aðferð til að kanna áhrif á ónæmisbælandi áhrif 

mesenchymal stofnfruma við það að rækta þær í  blóðflögulýsötum unnum úr ferskum eða 

útrunnum blóðflögum. 

 Við teljum að notkun blóðflögulýsata unnin úr útrunnum blóðflögum séu áhugaverður 

kostur, sem gæti komið í staðinn fyrir notkun kálfasermis við ræktun á slíkum frumum og 

öðrum stofnfrumum í framtíðinni, sérstaklega ef nota á frumurnar í læknisfræðilegum 

tilgangi. Hins vegar þarf að vinna nánari rannsóknir til að fá skýrari mynd á því hvaða áhrif 

slík ræktun hefur á sérhæfingu frumnanna og hæfileika þeirra til ónæmisbælingar. Einnig væri 

áhugavert að kanna nánar innihald útrunna blóðflögulýsatsins með tilliti til hvaða þættir það 

eru sem eru að hafa áhrif á ræktun, sérhæfingu og hegðun MSC frumna. Einnig þarf að velta 

fyrir sér spurningum eins og þeim að ef fjölga á stofnfrumum er þá gott að hafa þætti sem 

mögulega örvi sérhæfingu þeirra um leið? 
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19. Mynd 19:bólgueyðandi ónæmisboðefni í blóðflögulýsötum 
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