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ÁGRIP 

Angafrumur taka upp vaka úr umhverfi sínu og sýna T frumum sem ræsa í kjölfarið sérhæft 

ónæmissvar. Við ræsingu ónæmissvars mynda frumur þess bólgumyndandi efni sem hjálpa til 

við að halda sýkingu í skefjum, þessi bólguviðbrögð geta þó leitt af sér óþarfa 

vefjaskemmdir. Rannsóknir hafa sýnt að langar n-3 fjölómettaðar fitusýrur geta haft 

bólguhamlandi áhrif á frumur ónæmiskerfisins. Nýlegar rannsóknir Stefánsdóttur og félaga 

(2009) sýndu að við ræktun þroskaðra angafruma in vitro með n-3 fitusýrunni eikósapentaen 

sýru (EPA) fækkaði þeim angafrumum höfðu getu til að ræsa óreyndar T frumur þegar miðað 

var við angafrumur sem ræktaðar voru með n-6 fitusýrunni arakídonsýru (AA) eða án 

fitusýra. Þetta leiddi þó ekki til minni ræsingar T fruma þegar angafrumur ræktaðar með EPA 

fyrir þroskun voru samræktaðar með T frumum. 

Markmið rannsóknarinnar var að kanna hvort þær angafrumur sem ræktaðar höfðu verið með 

EPA fyrir þroskun og náðu að örvast í þroskaðar angafrumur væru jafn öflugar við ræsingu T 

fruma og þær þroskuðu angafrumur sem höfðu verið ræktaðar án fitusýra.  

Mónócýtar voru einangraðir úr blóði og CD14+ frumur sérhæfðar yfir í óþroskaðar 

angafrumur í viðurvist EPA. Eftir örvun þeirra yfir í þroskaðar angafrumur voru HLA-DR+ 

angafrumur einangraðar og ræstar með CD40L+ CHO frumum. Frumufloti var safnað við 

þroskun angafruma og eftir samræktun með CD40L+ CHO frumum og boðefnin IL-10, IL-6 

og IL-12p40 mæld með ELISA aðferð. Frumur voru litaðar á ákveðnum þroskastigum og 

tjáning yfirborðssameindanna HLA-DR, CD86, CD14, CD209 og CD197 skoðuð í 

frumuflæðisjá. 

Ekki fengust nægar niðurstöður til að hægt væri að meta áhrif EPA á þroskun angafrumanna. 

Við ræsingu HLA-DR+ fruma með CD40L sást tilhneiging til fækkunar fruma sem tjáðu 

ræsisameindirnar HLA-DR og CD197 hjá þeim angafrumum sem höfðu verið ræktaðar með 

EPA fyrir þroskun, en seytun á IL-12p40 og IL-6 var aftur á móti aukin. Þessar niðurstöður 

benda til þess að þó að ræktun angafruma með EPA leiði til þess að færri þroskaðar 

angafrumur geti ræst T frumur þá leiði hún einnig til aukinnar getu þeirra sem ná að þroskast 

til að ræsa T frumur og til að stýra sérhæfingu þeirra yfir í Th1 og/eða Th17 ónæmissvar.  
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INNGANGUR 

Hér að aftan verður greint frá uppbyggingu og virkni ónæmiskerfisins og starfsemi þeirra 

fruma sem taka þátt í ónæmisvörnum líkamans. Sérstaklega verður fjallað um angafrumur í 

því samhengi og m.a. sagt frá uppruna þeirra og flokkun, helstu eiginleikum, þroskaferli, 

hlutverki þeirra við myndun þols og notkun þeirra við rannsóknir á virkni ónæmiskerfisins. 

Einnig verður fjallað um uppruna og flokkun fjölómettaðra fitusýra og áhrif þeirra á þroskun 

angafruma og ræsingu ónæmiskerfisins. 

Aðal heimildin vegna almenns inngangs um ónæmiskerfið er kennslubókin Janeway’s 

Immunobiology (2008).  

Ónæmiskerfi mannsins 

Ónæmiskerfið vinnur að því að veita vörn gegn sýkingum. Þetta er mjög flókið kerfi sem 

byggir á samspili margra fruma og líffærakerfa. Þetta kerfi er lífsnauðsynlegt því margar 

örverur finnast í umhverfi okkar sem geta valdið miklum skaða. Helsta hlutverk 

ónæmiskerfisins er að bera kennsl á sýkingavalda og framkalla viðeigandi ónæmissvar en það 

þarf einnig að geta haldið sýkingavaldi í skefjum og útrýmt honum. Viðbrögð 

ónæmiskerfisins geta leitt til ónæmisminnis svo hægt sé að koma í veg fyrir endurteknar 

sýkingar. Til að jafnvægi haldist innan ónæmiskerfisins þarf það að geta gert greinamun milli 

framandi sameinda og sjálfssameinda. Ónæmiskerfi mannsins er flokkað í ósérhæfða (innate) 

og sérhæfða (adaptive) ónæmiskerfið. Frumur ónæmiskerfisins eru allar upprunnar frá 

blóðmyndandi stofnfrumum (hematopoietic stem cells) í beinmerg. Um er að ræða fjölhæfar 

stofnfrumur sem sérhæfast í mergfrumu- (myeloid) eða eitilfrumuátt (lymphoid) í þroskaferli 

sínu og verða loks að ákveðinni frumutegund með sérhæft hlutverk. Hvor hluti 

ónæmiskerfisins hefur ólíkt hlutverk og hvoru kerfi tilheyra frumur sem eru sérhæfðar til 

ólíkra starfa sem þó fléttast saman og vinna að vörnum gegn skaðlegum örverum.  

Ósérhæfða ónæmiskerfið 

Ósérhæfða ónæmiskerfið sér um fyrstu varnir gegn sýklum sem hafa komist gegnum þekju 

líkamans. Það bregst hratt og örugglega við með aðstoð makrófaga (stórátfruma, 

macrophages), neutrófíla (dauffruma, neutrophils), angafruma (dendritic cells, DC), NK 
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fruma (natural kill cells) og komplementkerfisins. Makrófagar eru staðsettir í vefjum og sjá 

um að eyða sýkingavöldum og sýktum frumum með viðtakamiðluðu agnaáti (phagocytosis) 

en eiga einnig þátt í myndun bólgu á sýkingastað með seytun á boðefnum (cytokines) og 

flakkboðum (chemokines). Neutrófílar koma á sýkingarstað úr blóðrás og vinna á svipaðan 

hátt og makrófagarnir við upptöku og eyðingu örvera með agnaáti, en neutrófílar eru 

öflugustu átfrumurnar. NK frumur taka líka þátt í ósérhæfðu ónæmissvari, en ekki með 

agnaáti heldur hafa þær hæfileika til að þekkja og drepa óeðlilegar frumur, t.d 

krabbameinsfrumur og veirusýktar frumur. Angafrumur tilheyra líka ósérhæfða 

ónæmiskerfinu, en þar sem þær eru mikilvægar vegna ræsingar á T frumum verður fjallað um 

þær með sérhæfða ónæmiskerfinu. Komplementkerfið er samansafn próteina sem vinna m.a. 

saman að því að húða örverur og merkja þær fyrir agnaát átfruma en komplementkerfið getur 

einnig stuðlað að bólgumyndun til varnar útbreiðslu sýkingar. Ósérhæfða ónæmiskerfið er 

mjög mikilvægt í baráttu gegn sýkingum en það spilar einnig stórt hlutverk við ræsingu á 

sérhæfða ónæmiskerfinu og vinnur að vörnum þar til það hefur verið ræst að fullu.  

Sérhæfða ónæmiskerfið 

Sérhæfða ónæmiskerfið tekur lengri tíma að ræsa en það ósérhæfða en það gefur markvissara 

og sértækara ónæmissvar. Frumur sérhæfða ónæmiskerfisins eru vakasértækar eitilfrumur 

sem skiptast í tvær gerðir, B frumur og T frumur. Sérhæfða kerfið hefur þann hæfileika fram 

yfir frumur ósérhæfða kerfisins að geta myndað ónæmisminni og komið þannig í veg fyrir 

endurteknar sýkingar af völdum sömu sýkla. Bæði B og T frumur myndast í beinmerg úr 

fjölhæfum stofnfrumum. B frumurnar fara ekki þaðan fyrr en þær eru orðnar fullþroska en 

óþroskaðar T frumur fara úr beinmerg og klára þroskaferil sinn í týmus (hóstarkirtli, thymus). 

Fullþroska óreyndar eitilfrumur ferðast síðan um blóð og eitilvef á óvirku formi og virkjast 

ekki fyrr en að vaki binst sértækt vakaviðtaka á yfirborði þeirra en sértækni vakaviðtaka 

eitilfrumanna er mjög fjölbreytileg.  

Hvor gerð eitilfruma ræsist á ólíkan hátt og hafa mjög ólíku hlutverki að gegna í vörnum 

líkamans. Eftir að vaki binst vakaviðtaka á B frumum ræsast þær, fjölga sér og breytast í 

plasmafrumur sem seyta mótefnum sem eru sértæk fyrir vakanum sem olli ræsingunni. Þegar 

vaki binst vakaviðtaka T fruma verður einnig ræsing og frumufjölgun en T frumusvarið getur 

þróast í a.m.k. þrjár ólíkar áttir, T frumu dráp (cytotoxic T cells), T hjálparfrumusvar (helper 

T cells) eða T bælisvar (regulatory T cells) allt eftir tegund ræsingar og boðefnaumhverfi 

frumunnar við ræsingu (mynd 1). T drápsfrumur eru CD8 jákvæðar frumur sem drepa 
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veirusýktar frumur og krabbameinsfrumur. T hjálparfrumur eru CD4 jákvæðar frumur en þær 

geta myndað tvenns konar ónæmissvar, hjálparsvar eða bælisvar. T hjálparfrumur skiptast í 

a.m.k. þrjár gerðir, Th1, Th2 og Th17 frumur sem virkja aðrar frumur allt eftir því hvaða 

tegund sýkils ónæmiskerfið þarf að vinna á. Th1 frumusvar virkjar makrófaga til að drepa 

innanfrumusýkla og bæði Th1 og Th2 frumusvar virkja B frumur til að mynda mótefni gegn 

utanfrumusýklum, mismunandi ísótýpur eftir því hvor hjálparfrumugerðin á í hlut. Th17 

frumur einkennast af seytun á IL-17 sem hjálpar til við að draga bólgufrumur, s.s. neutrófíla, 

á sýkingarstað. T bælifrumur eiga svo aftur á móti þátt í að stjórna því að ónæmiskerfið ráðist 

ekki á eigin sameindir (náttúrulegar T bælifrumur) eða hættulausar sameindir sem koma inn 

um slímhúð (afleiddar T bælifrumur). Við myndun sértæks ónæmissvars verður hluti B og T 

frumanna að minnisfrumum sem bregðast við með sértæku öflugu ónæmissvari um leið og 

þær hitta viðkomandi vaka í annað sinn.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mynd 1. Tegundir T fruma og sérhæfing þeirra eftir tegund ræsingar. CD8+ T frumur drepa m.a. 

veirusýktar frumur sem sýna vaka í MHC I sameind. CD4+ T frumur þekkja vaka í MHC II sameind en 

þær geta sérhæfst í Th1 frumur sem virkja makrófaga til að drepa innanfrumusýkla og geta hjálpað B 

frumum að seyta ákveðnum ísótýpum af mótefnum, Th2 frumur sem virkja B frumur í að seyta mótefnum 

gegn utanfrumusýklum og Th17 sem örvar seytun á boðefni sem dregur neutrófíla á sýkingarstað. T 

bælifrumur (T reg) heldur ónæmissvari í jafnvægi og kemur í veg fyrir að ónæmiskerfið ráðist á eigin 

sameindir (Murphy et al., 2008). 
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Sýnifrumur og ræsing eitilfruma 

Til þess að ræsa óreyndar T frumur sértæka ónæmiskerfisins þurfa að koma til svokallaðar 

sýnifrumur (antigen presenting cells, APC). Aðalsýnifrumur ónæmiskerfisins eru 

angafrumur, en aðrar sýnifrumur eru makrófagar og B frumur. Sýnifrumur eru sérhæfðar 

frumur sem hafa viðtaka sem geta gripið eða gleypt vaka úr umhverfi og sýnt peptíðbút úr 

honum í MHC (major histocompatibility complex) sameindum af flokki II á yfirborði sínu. 

Auk MHC af flokki II tjá sýnifrumur, eins og allar frumur líkamans með kjarna, MHC af 

flokki I. Vakar sem sýnifruma tekur upp úr umhverfi sínu gegnum agnaát eða innfrymingu 

(endocytosis) eru unnir og sýndir á yfirborði í MHC af flokki II en vakar sem koma frá 

sýnifrumunni sjálfri eru brotnir niður og sýndir í MHC af flokki I. T drápsfrumur tjá CD8 

sameind á yfirborði sínu sem veldur því að þær virkjast aðeins við að sjá vaka sem eru sýndir 

í MHC I sameind. Þar sem allar frumur líkamans tjá MHC af gerð I geta T drápsfrumur ráðist 

á hvaða frumu sem er ef hún sýnir krabbameins- eða veiruvaka í MHC af gerð I. T 

hjálparfrumur tjá hins vegar CD4 á yfirborði sínu sem veldur því að þær virkjast aðeins við 

að sjá vaka sem sýndir eru í MHC II sameind, en það eru bara sýnifrumur sem tjá MHC II 

sameind. Angafrumur hafa þann eiginleika að geta sýnt vaka sem þær grípa úr umhverfi sínu 

í MHC I sameind, en slíkt hefur verið nefnt krosssýning (cross presentation), og geta því 

kallað fram bæði CD8 og CD4 T frumu svar við utanfrumusameindum. 

Óreyndar T frumur þurfa að fá tvenns konar boð til að ræsast; þær þurfa sértæka bindingu 

vaka/MHC flóka við vakaviðtaka sinn og auk þess þurfa þær að fá hjálparboð (mynd 2). Þessi 

hjálparboð fær T fruman með því að binda CD28 sameind á yfirborði sínu við 

hjálparsameindina B7 (CD80/CD86) á yfirborði sýnifruma. Auk þess að ræsa óreyndar T 

frumur í gegnum vakaviðtaka og CD28, seyta sýnifrumurnar boðefnum sem stýra því í hvaða 

átt T frumu svarið á að fara, þ.e. sérhæfingu þeirra, en það fer eins og áður sagði eftir tegund 

sýkils sem útrýma þarf hvaða boðefnum sýnifrumurnar, og þá aðallega angafrumurnar, seyta. 

Eftir að T fruma hefur virkjast að fullu fer hún að tjá enn fleiri sameindir á yfirborði sínu sem 

hafa samskipti við sýnifrumuna og viðhalda þannig hjálparboðum sem keyra áfram 

ónæmissvarið. Þessar sameindir eru t.a.m. CD40L sem binst CD40 á sýnifrumum og 4-1BB 

(CD137) sem binst við 4-1BBL á sýnifrumu.  
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 B frumur þurfa líka tvenns 

konar boð til að ræsast. Þær 

fá fyrra boðið með því að 

tengja vakaviðtaka sinn við 

vaka. Seinna hjálparboðið fá 

þær frá virkjuðum Th2 

frumum gegnum 

CD40L:CD40 samskipti 

(mynd 2).  

 

Angafrumur 

Uppruni og flokkun  

Angafrumur eru upprunnar frá báðum þroskalínum CD34+ forvera stofnfruma úr beinmerg, 

mergfrumu (kallaðar hefðbundnar angafrumur) og eitilfrumu (kallaðar plasmacytoid 

angafrumur). Flokkun angafruma er erfið þar sem engin ein yfirborðssameind virðist vera 

einkennandi fyrir mismunandi flokka þeirra, þess í stað er flokkun þeirra gerð út frá 

samsetningu yfirborðssameinda (Palucka and Banchereau, 1999; Murphy et al., 2008).  

Angafrumur af mergfrumuuppruna tjá CD11c og lítið af CD123 (CD11c+CD123low) á meðan 

plasmacytoid angafrumur eru CD11c neikvæðar en tjá mikið af CD123 (CD11c–CD123hi). 

Þessar tegundir angafruma eru mjög ólíkar varðandi boðefnaseytingu, staðsetningu í vefjum 

og vaxtarskilyrði (O'Neill et al., 2004).  

Angafrumur af mergfrumuuppruna (CD11c+CD123low) er að finna m.a. í vefjum, eitilvef og í 

blóði. Þeim sem staðsettar eru í vefjum er hægt að skipta í tvær undirtegundir, Langerhans 

frumur og interstitial angafrumur. Langerhans frumur finnast almennt í ysta lagi húðar en þær 

einkennast af C-týpu lectin viðtakanum Langerin og hafa innanfrumukorn sem kallast 

Mynd 2.  Samskipti sýnifruma og eitilfruma við ræsingu ónæmissvars. 

Eitilfrumur þurfa að fá tvenns konar boð til að ræsast. Óreyndar T frumur fá 

fyrsta boð við sértæka bindingu vaka/MHC flóka sýnifruma, þá aðallega 

angafruma. Auk þess þurfa þær að fá hjálparboð frá sýnifrumu. B frumur fá 

fyrra boðið einnig við sértæka bindingu vaka en hjálparboð fá þær frá 

virkjuðum Th2 frumum (Murphy et al., 2008). 
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Birbeck korn. Interstitial angafrumur er að finna undir húðþekju og í slímhúð en þær 

einkennast af tjáningu á DC-SIGN (CD209), CD11b og CD14. Plasmacytoid angafrumur 

(CD11c–CD123hi ) er einnig að finna í eitilvef en þó aðallega í blóði. Þær eru sýnifrumur en 

aðal hlutverk þeirra er að seyta interferonum af gerð I (IFN-α og IFN-β) í miklu magni og þá 

sérstaklega við veirusýkingar. Þær tjá BDCA-2 viðtaka sem hægt er að nota til að bera kennsl 

á þær í blóði (mynd 3) (O'Neill et al., 2004; Ueno et al., 2007).  

Angafrumur af mergfrumuuppruna vinna almennt við vakasýningu fyrir ræsingu óreyndra T 

fruma og er talað um þær hér að aftan nema annað sé tekið fram (O'Neill et al., 2004). 

Eiginleikar og þroskaferli angafruma  

Angafrumur gegna mikilvægu hlutverki í ónæmisvörnum líkamans. Eins og minnst var á hér 

að framan er oft talað um að angafrumur brúi bilið milli ósértæka og sértæka kerfisins. Þær 

ferðast með blóði til vefja þar sem þær finnast undir slímhúð og þekjuvef húðar á óþroskuðu 

formi (immature DC). Þar leita þær stöðugt af framandi vökum í umhverfi sínu með 

frumudrykkju, agnaáti og innfrymun (endocytosis). Angafrumur hafa hæfileika til að greina 

milli sjálfssameinda og framandi hættulegra vaka en þær eru einnig taldar eiga mikilvægt 

hlutverk í viðhaldi þols gegn sjálfsvökum (Murphy et al., 2008). Angafrumur geta virkjast 

við að komast í snertingu við örverur eins og bakteríur, veirur og sveppi eða ýmis prótein og 

Mynd 3. Tegundir angafruma og tjáning þeirra á yfirborðssameindum. Langerhans frumur finnast í 
ysta lagi húðar, þær einkennast m.a. af C-týpu lectin viðtakanum Langerin. Interstitial angafrumur er að 
finna undir húðþekju og í slímhúð, þær einkennast m.a af tjáningu á DC-SIGN (CD209) og CD11b. Einnig 
er að finna angafrumur í blóði en þessar þrjár tegundir eru CD11c+ og eru af mergfrumuuppruna. 
Plasmacytoid angafrumur eru af eitilfrumuuppruna og má finna í eitilvef en þó aðallega í blóði, þær 
einkennast m.a af tjáningu BDCA-2 viðtaka (Ueno et al., 2007). 
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sameindir frá dauðum frumum (O'Neill et al., 2004). Eins geta sameindir, s.s. boðefni og 

bólguafurðir úr umhverfi þeirra, örvað virkjun þeirra en IL-10 hamlar aftur á móti þroskun 

þeirra yfir í þroskaðar angafrumur. Angafrumur hafa einstakt útlit sem breytist eftir 

aðstæðum og þroskastigi. Í húð eru þær stjörnulaga með langa arma sem geta verið ýmist 

blöðkulaga eða broddóttir, þeir beygja arma sína í allar áttir og þreifa þannig eftir vökum í 

umhverfi sínu (Banchereau and Steinman, 1998).  

Angafrumur hafa fjölda viðtaka á yfirborði sínu sem flestir gegna því hlutverki að hjálpa til 

við agnaát, s.s. Fc viðtaka sem binda Fc hluta mótefna og komplementviðtaka sem binda 

komplementbrot, en bæði Fc og komplementviðtakarnir hjálpa til við að gleypa áthúðaða 

(opsonized) sýkla. Angafrumurnar hafa líka viðtaka sem þekkja endurtakanleg 

sameindamunstur á sýklum. Sumir þessara viðtaka taka þátt í agnaáti, m.a. C-týpu lectin-líku 

viðtakarnir DEC-205 og DC-SIGN (CD209) en aðrir gegna mikilvægu hlutverki við ræsingu 

angafrumanna, en það eru toll-líkir viðtakar (Toll-like receptors, TLR). Þeir ræsa angafrumur 

beint við að bindast endurtakanlegum sameindamunstrum sem margir sýklar eiga sameginleg, 

s.s. fitufjölsykrur (lipopolysaccharides, LPS), slímpeptíð (peptidoglycan), RNA, DNA og 

fleira (Murphy et al., 2008). Þekktir eru a.m.k. 11 TLR í mönnum sem allir hafa mismunandi 

sértækni en angafrumur tjá mismunandi TLR eftir undirflokkum. Við ræsingu angafrumu 

beint gegnum toll-líka viðtaka hættir hún að tjá flakkboða sem halda henni í vefjum en fer 

þess í stað að tjá flakkboðaviðtakann CCR7 (CD197) sem dregur hana í nærliggjandi eitil þar 

sem hún verður að sýnifrumu fyrir óreyndar (naive) T frumur (O'Neill et al., 2004; Thomas et 

al., 2009). Þessi leið ræsingar er talin vera mikilvægur hlekkur í að brúa bilið milli ósértæka 

og sértæka ónæmiskerfisins (Kapsenberg, 2003). 

Við ræsingu óþroskaðrar angafrumu breytist sérhæfni hennar og hlutverk úr því að vera 

stöðugt í leit að framandi vaka í að verða að þroskaðri angafrumu sem vinnur sem sýnifruma 

fyrir óreyndar T frumur í eitli. Óþroskuð angafruma í vefjum tjáir lítið af B7 (CD80/CD86), 

CD40 hjálparsameindum og MHC II sameindum en þegar hún ræsist og ferðast í 

nærliggjandi eitil breytist tjáning hennar á yfirborðssameindum og hún fer að tjá meira af B7, 

CD40 og MHC II og I. Einnig fer hún að tjá ýmsar viðloðunarsameindir, s.s. CD58, ICAM-1, 

ICAM-2 og DC-SIGN, sem auka sækni hennar í óreyndar T frumur sem máta viðtaka sinn 

við þann vaka sem angafruman er að sýna þeim (Murphy et al., 2008).  
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Flakkboðaseyting angafruma er einnig mjög ólík eftir því á hvaða þroskastigi hún er. Sýnt 

hefur verið fram á in vitro að fyrst eftir ræsingu seyta þær flakkboðum sem kalla á aðstoð 

annarra fruma sérhæfða ónæmiskerfisins, því næst draga þær til sín T minnisfrumur og 

mónócýta (monocytes) en eftir að komið er til eitla seyta þroskaðar angafrumur flakkboðum 

sem laða að óreyndar B og T frumur (Ueno et al., 2007). 

Boðefnaseyting þroskaðra angafruma er þriðja tegund boðskipta sem eiga sér stað við 

ræsingu óreyndra CD4+ T fruma en boðefnin eiga þátt í að stjórna sérhæfingu þeirra og eru 

eins og áður sagði breytileg eftir eðli ónæmissvarsins sem kallað er eftir. Eins skiptir máli 

hvaða tegund angafrumu ræsist, af hvers konar vaka og hver staðsetning þeirra í vefjum er 

(O'Neill et al., 2004). Eftir að angafruma hefur stýrt T frumum í sérhæfingu seyta virkjuðu T 

frumurnar boðefnum sem viðhalda því ónæmissvari sem komið var af stað (mynd 4). Til að 

stýra T frumum í Th1 svar gefur angafruman frá sér m.a. IL-12 sem örvar seytun á INF-γ sem 

hefur áhrif á T drápsfrumur og virkjar makrófaga (tafla 1). Þegar IL-12 er ekki seytt og IL-4 

er í umhverfinu er T frumunum stýrt í Th2 svar þar sem T hjálparfrumurnar fara að seyta m.a. 

IL-4 og IL-5 sem ræsir m.a. mótefnaseytandi B frumur. Í upphafi sýkinga seyta angafrumur 

IL-6 og TGF-β í miklu magni sem veldur sérhæfingu Th17 fruma en þær seyta IL-17 sem 

dregur neutrófíla á sýkingarstað. Þetta á reyndar bara við um mýs en ekki er ennþá ljóst 

hvaða boðefni þarf með IL-6 til að manna T frumur sérhæfist yfir í Th17 frumur. Boðefnin 

IL-10 og TGF-β eiga síðan þátt í sérhæfingu T fruma yfir í T bælifrumur (tafla 1) 

(Kapsenberg, 2003; Murphy et al., 2008). Sýnt hefur verið fram á að IL-6 gegnir mikilvægu 

hlutverki í að viðhalda angafrumum á óþroskuðu formi þegar ekki er um sýkingu að ræða, 

lítið magn IL-6 en mikið magn TGF-β í umhverfi angafruma við þær aðstæður veldur 

sérhæfingu á T bælifrumum. Þegar um sýkingu er að ræða spilar IL-10 aftur á móti öflugra 

hlutverk í hömlun á þroskun angafruma (Park et al., 2004). 
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Tafla 1. Áhrif boðefnanna IL-10, IL-6 og IL-12 á angafrumur og sérhæfingu T fruma. Listi yfir þau 
boðefni sem mæld voru í þessari rannsókn og helstu áhrif þeirra á angafrumur og sérhæfingu T fruma. 

Boðefni 
 

Áhrif á angafrumur og sérhæfingu T fruma 

 

IL-10 

Hamlar þroskun angafruma.  

Stuðlar að sérhæfingu T bælifruma og miðlar þoli (de Jong et al., 2005).  

 

IL-6 

Seytt af angafrumum í upphafi sýkinga í miklu magni ásamt TGF-β þegar kallað er 
eftir sérhæfingu T fruma í Th17 svar í músum en ekki er vitað hvaða boðefni þarf 
með IL-6 í mönnum.  

Stuðlar að sérhæfingu T bælifruma þegar ekki er um sýkingu að ræða (Park et al., 
2004; Murphy et al., 2008). 

 

IL-12 

Seytt af angafrumum og veldur sérhæfingu á Th1 frumum.  

Seytun frá þroskuðum angafrumum eykst við CD40:CD40L samskipti. 

Sameindin er úr tveimur einingum, p40 og p35, en IL-12 og IL-23 deila p40 
einingunni (de Jong et al., 2005; Murphy et al., 2008). 

 

Hlutverk angafruma í þolmyndun 

Miðlun á þoli T fruma gegn sjálfssameindum er m.a. í höndum angafruma. Í þroskaferli T 

fruma í týmus fara þær í gegnum val sem miðlar grunnþoli (central tolerance) gegn 

Mynd 4. Boðefnaseyting sýnifruma er þriðja tegund boðskipta við ræsingu T fruma.
Boðefnaseyting sýnifruma, þá helst angafruma, á þátt í að stjórna sérhæfingu óreyndra CD4+ T fruma. 
Eftir sérhæfingu seyta T frumurnar boðefnum sem viðhalda því ónæmissvari sem kallað var eftir í 
upphafi. Boðefnin IL-10 og TGF-β eiga þátt í sérhæfingu á T bælifrumum en seytun á TGF-β og IL-6 
í byrjun sýkingar veldur sérhæfingu á Th17 frumum. Seytun á IL-12 og INF-γ valda sérhæfingu Th1 
fruma en IL-4 á þátt í sérhæfing á Th2 frumum (Murphy et al., 2008). 
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sjálfssameindum og í eitilvefjum er þessu þoli viðhaldið með eyðingu eða óvirkjun þeirra T 

fruma sem þekkja sjálfssameindir (peripheral tolerance). Angafrumur eru stöðugt að taka upp 

sjálfssameindir án þess að ræsast og sýna T frumum til að viðhalda þoli en ef þetta kerfi 

angafruma brestur getur það m.a. valdið sjálfsofnæmi þar sem ónæmiskerfið ræðst gegn eigin 

sameindum (Banchereau and Steinman, 1998; Ueno et al., 2007). Eins og áður hefur komið 

fram stjórna angafrumur myndun T bælifruma en þær eiga stóran þátt í viðhaldi þols gegn 

sjálfssameindum með því að stýra virkni Th1 og Th2 ónæmissvars. Ákveðnar tegundir 

ónæmisbælandi lyfja (t.d. D vítamíns), boðefna (IL-10, TGF-β) og efna sem örverur seyta 

geta valdið því að angafrumurnar staðni í þroskun, þessar frumur tjá þá ekki þær sameindir 

sem þarf til að ræsa T frumur sem veldur því að T frumur geta farið í sjálfsstýrðan 

frumudauða (apoptosis), orðið óvirkar (anergic) eða mögulega búa þær til umhverfi sem stýra 

einhverjum frumum í T bælisvar (Kapsenberg, 2003; de Jong et al., 2005).  

Ekki er vitað af hverju sumar angafrumur í eitlum valda ónæmissvari en aðrar viðhalda 

þolmyndun en ýmsar hugmyndir hafa komið fram, m.a. þær að mismunandi undirtegundir 

gætu verið þar að verki (Banchereau and Steinman, 1998) eða að þroskastig angafrumunnar 

gæti haft áhrif þar á (Shortman and Liu, 2002). Því hefur áður verið haldið fram að 

óþroskaðar angafrumur sjái um viðhald útvefjaþols en þroskaðar angafrumur sjái aftur á móti 

alfarið um virkjun ónæmissvars en nú hefur komið í ljós að sú kenning er alltof einföld til að 

vera sönn (Wallet et al., 2005). Það er umdeilt hvort tala á um angafrumur sem þroskaðar og 

óþroskaðar eða ræstar og óræstar. Nú er orðið ljóst að angafrumur sem hafa fengið lágmarks 

ræsingu geti stýrt sérhæfingu T fruma í bælifrumur (Probst et al., 2005; Reis e Sousa, 2006). 

Ekki er því hægt að meta þroskastig þeirra eftir tjáningu yfirborðssameinda þar sem þær geta 

tjáð sömu sameindirnar hvort sem þær eru að viðhalda þoli eða vekja ónæmissvar (Reis e 

Sousa, 2006). 

Þar sem angafrumur gegna mikilvægu hlutverki í sérhæfingu T fruma hefur athygli 

rannsóknamanna beinst að þeim og einkum að því hvernig hægt er að nota þær til að sveigja 

ónæmissvar frá óæskilegu svari, s.s. sjálfsofnæmi, vefjahöfnun og óvirkni gegn krabbameini, 

í virka ónæmisbælingu fyrir sjálfsofnæmi og vefjahöfnun og virkt ónæmissvar gegn 

krabbameini. Hingað til hafa bælimeðferðir einkennst af ónæmisbælandi lyfjagjöf en nú er 

farið að þróa aðferðir þar sem þolmyndun er stýrt með breyttri virkni angafruma (Wallet et 

al., 2005; Ueno et al., 2007).  
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In vitro angafrumulíkan 

Fáar rannsóknir hafa verið gerðar á þroskuðum angafrumum sem hafa verið einangraðar úr 

vefjum manna. Hægt er að einangra angafrumur úr blóði sem eru nægilega þroskaðar til að 

rannsaka, þótt þar sé meira magn af óþroskuðum angafrumum og plasmacytoið angafrumum 

en í vefjum er magn þessara fruma ekki mikið (Shortman and Liu, 2002). Eftir að aðferðir til 

að rækta angafrumur in vitro voru þróaðar hefur þekking á sameindafræðilegum eiginleikum 

og líffræðilegri virkni þeirra aukist til muna (Ueno et al., 2007). Þrjár tegundir fruma hafa 

verið notaðar við ræktun á angafrumum in vitro, CD34+ stofnfrumur einangraðar úr beinmerg 

eða naflastreng, plasmacytoið frumur eða CD14+ mónócýtar úr blóði (Shortman and Liu, 

2002).  

Mónócýtar eru upprunnir frá blóðmyndandi stofnfrumum úr beinmerg og sérhæfast m.a. í 

angafrumur þegar þeir fara út í vefi. Mónócýtar eru líka forverar langlífra makrófaga sem 

vinna þar við fyrstu varnir. In vitro angafrumulíkan sem notað er við rannsóknir byggist á því 

að einangra CD14+ mónócýta úr heilblóði og rækta þá með GM-CSF og IL-4. Við það 

sérhæfast þeir í óþroskaðar angafrumur sem bera svipuð einkenni og CD11c+ angafrumur in 

vivo. Með því að rækta þær áfram með TNF-α og IL-1β með eða án aukaörvunar, s.s. með 

LPS, breytast þær að lokum í þroskaðar angafrumur (Palucka and Banchereau, 1999; Osugi et 

al., 2002). 

Notkun CD14+ mónóocýta og CD34+ stofnfruma er algengust og hafa in vitro angafrumur 

sem ræktaðar eru frá þeim verið notaðar í fjölda rannsókna á síðustu árum. Rannsóknir Syme 

og félaga hafa sýnt fram á að angafrumur sem eru sérhæfðar út frá þessum frumum eru mjög 

svipaðar að mörgu leiti en mismun má sjá í svipgerð þeirra, t.d. á tjáningu yfirborðssameinda. 

Þau telja samt sem áður að báðar frumutegundir séu jafnvígar til notkunar við in vitro 

rannsóknir (Syme et al., 2005). Eins hafa rannsóknir verið framkvæmdar sem bera saman 

angafrumur ræktaðar út frá CD14+ mónócýtum og CD11c+ angafrumum sem hafa verið 

einangraðar úr blóði. Osugi og félagar hafa sýnt fram á mun á ýmsum eiginleikum þessara 

frumutegunda og telja að angafrumur sem einangraðar eru úr blóði verðskuldi meiri athygli 

við framkvæmd rannsókna og geti verið góður kostur (Osugi et al., 2002). Vandamál við 

slíkar rannsóknir er þó lítill fjöldi þessara fruma í blóði. 
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Fjölómettaðar fitusýrur 

Við ræsingu sérhæfða ónæmiskerfisins framleiða frumur þess efni sem hjálpa til við að 

mynda bólgu og halda sýkingu í skefjum. Bólguviðbrögðum þarf að halda í skefjum svo ekki 

hljótist óþarfa vefjaskemmdir af en bólga getur orðið krónísk og valdið ýmsum sjúkdómum. 

Rannsóknir hafa sýnt að langar n-3 fjölómettaðar fitusýrur geta minnkað framleiðslu fruma 

ónæmiskerfisins á bólgumiðlandi efnum og er mögulega hægt að nýta þessi bólguhamlandi 

áhrif til meðferðar á ýmsum bólgusjúkdómum (Calder, 2006). 

Flokkun, uppruni og hlutverk 

Þrjár megingerðir fitusýra eru; mettaðar, einómettaðar og fjölómettaðar. Mettaðar fitusýrur 

innihalda engin tvítengi í kolefniskeðju sinni, einómettaðar innihalda eitt tvítengi en 

fjölómettaðar innihalda fleiri en eitt tvítengi. Tvítengi í kolefniskeðjum fitusýra gera 

fitusýrusameindirnar sveigjanlegri og er því fita sem inniheldur mikið af einómettuðum og 

fjölómettuðum fitusýrum oftast á fljótandi formi. Fjölómettaðar fitusýrur eru flokkaðar sem 

n-3 eða n-6 eftir því hvort fyrsta tvítengi þeirra er staðsett á þriðja eða sjötta kolefni þegar 

talið er frá methýlenda (H3C) (mynd 5) (Calder, 2006; Shaikh and Edidin, 2006).  

 

  

Mynd 5. Bygging, lenging og ómettun línól- (n-6) og α-línólen (n-3) fitusýra. 
Arakídonsýra (AA, 20:4, n-6) er 20 kolefnisatóm að lengd, inniheldur 4 tvítengi og er af 
n-6 flokki. Eicosapentaenoic sýra (EPA, 20:5, n-3) er 20 kolefnisatóm að lengd, 
inniheldur 5 tvítengi og er af n-3 flokki (Calder, 2005). 
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Mynd 6. Myndun eikósanóíða úr fitusýrum. Arakídonsýra 
(ARA) er forveri bólgumiðlandi efna á borð við 
prostaglandín E2 (PGE2), þromboxan A2 (TXA2) og 
leukótríen B4 (LTB4). Eikósapentaen sýra (EPA) er forveri 
minna virkra efna og efna sem hamla bólgu (prostaglandín 
E3 (PGE3), þromboxan A3 (TXA3) og leukotríen B5 (LTB5)) 
(Indriðason et al., 2003). 

Fjölómettaðar fitusýrur úr fæðu eru teknar upp í frumuhimnur nánast allra fruma í líkama 

okkar og gera þær sveigjanlegri. Tvær tegundir fjölómettaðra fitusýra eru okkur 

lífsnauðsynlegar þar sem frumur líkamans geta ekki búið þær til en þær eru forverar annarra 

nauðsynlegra efna. Þær eru línólsýra (LA, 18:2, n-6) og α-línólensýra (ALA, 18:3,n-3). LA 

fáum við aðallega úr kornmeti og jurtaolíum en ALA er fengin úr valhnetum og sojabauna- 

og hörfræsolíu. Þessum fitusýrum getum við breytt í líkama okkar, lengt þær og bætt við 

tvítengjum (mynd 5). LA er m.a. breytt í arakídonsýru (AA, 20:4, n-6) og ALA er hægt að 

breyta í eikósapentaen sýru (EPA, 20:5, n-3). Meirihluti EPA er þó fenginn beint úr fæðu og 

þá aðallega úr fiski og fiskiolíu (Calder, 2006; Shaikh and Edidin, 2006).  

AA og EPA eru forverar eikósanóíða sem eru fjölskylda líffræðilega virkra fituboðefna sem 

miðla bólgu. Meðal eikósanóíða eru m.a. þromboxan (TXA), prostaglandín (PGE) og 

leukótríen (LTB). Eikósanóíðar sem myndaðir eru frá EPA eru ekki eins áhrifaríkir við 

miðlun bólgu og eru af annarri fjölskyldu en þeir sem myndaðir eru frá AA. Nýlega hefur 

einnig verið sýnt fram á myndun eikósanóíða frá EPA sem hafa bólguhamlandi virkni en þeir 

kallast resolvín (Serhan et al., 2000; Serhan et al., 2002). Frumur ónæmiskerfisins innihalda 

almennt hærra hlutfall n-6 en n-3 fitusýra og 

er framleiðsla eikósanóíða því aðallega 

komin frá AA. Talið er að við aukið magn n-

3 fitusýra í fæðu keppi þær við n-6 fitusýrur, 

þá aðallega AA, um upptöku í frumuhimnur. 

Þar af leiðandi minnki magn virkra 

bólgumiðlandi eikósanóíða en þess í stað 

aukist myndun minna virkari eikósanóíða. 

Með því að auka hlutfall n-3 fjölómettaðra 

fitusýra í fæði okkar og þar með styrk þeirra í 

frumuhimnum líkamans getum við breytt 

jafnvægi bólgumiðlandi og bólguhamlandi 

eikósanóíðaframleiðslu og þar með haft áhrif 

á myndun bólgu (mynd 6) (Calder, 2006; 

Shaikh and Edidin, 2006). 
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Áhrif n-3 fjölómettaðra fitusýra á angafrumur og ræsingu T fruma 

Fjölómettaðar fitusýrur, sérstaklega þær sem eru af n-3 flokki, hafa hamlandi áhrif á sérhæfða 

og ósérhæfða ónæmiskerfið. Upptaka fjölómettaðra fitusýra í frumuhimnur fruma 

ónæmiskerfisins geta m.a. haft áhrif á boðefnamyndun, tjáningu yfirborðssameinda, 

genatjáningu, samsetningu frumuhimna og virkni innanfrumuboðleiða. Ekki er vitað að fullu 

hvaða sameindafræðilegu þættir eru þarna að verki en mögulega væri hægt að nýta þessi áhrif 

við meðhöndlun bólgu- og sjálfsofnæmissjúkdóma (Stulnig, 2003, Shaikh and Edidin, 2006). 

Fjölmargar in vitro og in vivo rannsóknir hafa verið framkvæmdar á síðustu árum sem beinast 

að áhrifum fjölómettaðra fitusýra á frumur ónæmiskerfisins. Niðurstöður þeirra hafa sýnt að 

n-3 fitusýrur hafa hamlandi áhrif á m.a. T frumur (Zeyda et al., 2003), mónócýta (Hughes and 

Pinder, 2000) og NK frumur (Thies et al., 2001). Minna er vitað um áhrif fjölómettaðra 

fitusýra á virkni angafruma og ræsingu T fruma en þörf er á að rannsaka það frekar (Wang et 

al., 2007). 

Talið er að við upptöku fjölómettaðra fitusýra í frumuhimnu sýnifruma breytist tjáning og 

röðun þeirra viðloðunar- , hjálpar- og MHC II sameinda sem nauðsynlegar eru fyrir samskipti 

og ræsingu (Shaikh and Edidin, 2006). Niðurstöður rannsókna sem framkvæmdar hafa verið á 

áhrifum EPA á angafrumur sérhæfðum frá mónócýtum úr blóði hafa sýnt fram á minni 

tjáningu þessarra sameinda ásamt minni boðefnaframleiðslu (Zeyda et al., 2005; Wang et al., 

2007). Niðurstöður Wang og félaga (2007) sem ræktuðu angafrumur frá mónócýtum úr blóði 

og þroskuðu þær með LPS í viðurvist EPA, dokósahexaen sýru (DHA, 22:6, n-3) eða stearín 

sýru (SA, mettuð fitusýra), sýndu minni tjáningu B7 (CD80/CD86) og HLA-DR (sem er 

undirflokkur MHC II) þegar frumurnar voru ræktaðar með EPA eða DHA en þegar þær voru 

ræktaðar með SA. Framleiðsla á IL-12, IL-6 og TNF-α var einnig minnkuð til muna ásamt 

því að T frumur sem ræstar voru af þessum angafrumum sýndu minni hæfileika til fjölgunar. 

Þessar breytingar mátti að hluta til rekja til hömlunar p38 í MAPK (mitogen-activated protein 

kinases) innanfrumuboðleið angafrumanna. Niðurstöðu Zeyda og félaga (2005) sýndu 

truflandi áhrif fjölómettaðra fitusýra á virkni angafruma. Í rannsókn þeirra voru angafrumur 

einnig sérhæfðar frá mónócýtum úr blóði og þroskaðar með LPS en í viðurvist AA, EPA, 

olíusýru (OA, einómettuð n-9 fitusýra) eða palmitín sýru (PA, mettuð fitusýra). Örvun þeirra 

yfir í þroskaðar angafrumur með LPS virtist hindruð af AA og EPA sem ollu breyttri 

boðefnaframleiðslu og minnkaðri hæfni til ræsingar T fruma. Tjáning á HLA-DR hélst 

óbreytt en tjáning CD40, CD80, CD86 og seytun á IL-12p40 og TNF-α minnkaði til muna hjá 
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angafrumum sem ræktaðar voru með AA og EPA miðað við þær sem ræktaðar voru með OA 

og PA (Zeyda et al., 2005). Niðurstöður Stefánsdóttur og félaga (2009) sýndu einnig 

minnkaða tjáningu á yfirborðssameindum sem taka þátt í virkjun angafruma og samskiptum 

þeirra við T frumur (CD40, CD80, CD86, CD197, CD209, og HLA-DR) hjá frumum sem 

ræktaðar voru með EPA miðað við þær sem ræktaðar voru með AA eða án fitusýra. Seytun á 

IL-10 og IL-12 mældist minni, en magn IL-6 aukið miðað við þær angafrumur sem ekki voru 

ræktaðar með EPA. Í þessari rannsókn var munur á áhrifum EPA og AA þar sem meðhöndlun 

angafruma með EPA virtist minnka hluta þeirra angafruma sem gátu valdið ræsingu óreyndra 

T fruma. Þær voru samt sem áður jafn virkar og angafrumur sem höfðu verið ræktaðar með 

AA eða án fitusýra til að ræsa T frumur og virtust beina ónæmissvarinu í Th1 eða Th17 átt 

(Stefánsdóttir et al., 2009). 

Áhrif EPA á þroskun angafruma in vitro virðist almennt sýna minnkaða tjáningu 

yfirborðssameinda og breytta boðefnaframleiðslu sem hefur áhrif á hæfileika þeirra til 

ræsingar T fruma og stýrir því í hvaða T frumusvar þær sérhæfast. Helsti munur á 

framkvæmd þeirra rannsókna sem nefndar hafa verið var að Stefánsdóttir og félagar (2009) 

notuðu IL-1β og TNF-α við örvun óþroskaðra angafruma yfir í þroskaðar, en Wang og 

félagar (2007) og Zeyda og félagar (2005) notuðu LPS. Þá var mismunandi hvaða fitusýrur 

voru notaðar til viðmiðunar. Einnig var munur á því hvenær fitusýrurnar voru settar út í 

frumuræktirnar og hversu lengi þær voru hafðar á. Þessi munur á ræktunarskilyrðum gæti 

skýrt þann mun sem er á niðurstöðum Stefánsdóttur og félaga (2009) annars vegar og Wang 

og félaga (2007) og Zeyda og félaga (2005) hins vegar hvað varðar hæfni EPA meðhöndlaðra 

angafruma til að ræsa T frumur.   

Markmið rannsóknar 

Markmið þessarar rannsóknar var að skoða áhrif n-3 fitusýrunnar EPA á þroskun og ræsingu 

angafruma með því að einangra HLA-DR jákvæðar angafrumur sem höfðu verið ræktaðar 

með eða án EPA fyrir þroskun og kanna áhrif ræsingar með CD40L+ CHO frumum á þær. 

Tilgátan sem könnuð var í þessu verkefni var sú að þó að færri angafrumur sem höfðu verið 

ræktaðar með EPA tjáðu ræsisameindir nauðsynlegar til ræsingar T fruma og seyttu einnig 

minna magni af boðefnum nauðsynlegum til ræsingar T fruma þá væru þær jafn öflugar við 

að ræsa T frumurnar og angafrumur sem höfðu verið ræktaðar án fitusýra. 
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EFNI OG AÐFERÐIR 

Aðferðir 

Við framkvæmd þessarar rannsóknar var notast við angafrumulíkan sem búið var að þróa á 

rannsóknastofu í gigtsjúkdómum, LSH. Angafrumulíkanið var notað til þess að skoða 

ræsingu angafruma sem þroskaðar voru í rækt með n-3 fitusýrunni EPA eða án fitusýra. Eftir 

þroskun voru HLA-DR+ angafrumur einangraðar og ræsing þeirra með CD40L+ CHO 

frumum metin. 

In vitro angafrumulíkan 

Þar sem lítið er af angafrumum í blóði eru angafrumur fengnar með því að sérhæfa CD14+ 

mónócýta í óþroskaðar angafrumur. Þessar óþroskuðu angafrumur er svo hægt að ræsa með 

því að rækta þær með IL-1β og TNF-α. Frumuræktunarferlið skiptist í nokkur þrep og tekur í 

heild 9 daga.  

Frumudagur 0: 

Einangrun einkjarna fruma  

 Á fyrsta degi frumuræktunar var 140 ml af EDTA heilblóði safnað frá heilbrigðum 

einstaklingi eftir að upplýst samþykki hafði verið fengið. Einkjarna frumur, mónócýtar og 

eitilfrumur, voru einangraðar úr blóðinu með Ficoll þéttleikastigulsspinningu þar sem u.þ.b. 

12 ml af blóði voru pípetteraðir mjög varlega ofan á 10 ml af Ficoll-Paque PLUS (GE 

Healthcare, Svíþjóð) vökva og 

spunnir við 400g og 22°C í 30 

mín. Við spinningu aðskildust 

blóðhlutar á þann hátt að plasma 

lagðist efst og einkjarna frumur 

mynduðu lag ofan á Ficoll 

vökvanum sjálfum en til botns 

féllu rauð blóðkorn og 

kleyfkjarna átfrumur (mynd 7).Mynd 7. Einangrun einkjarna fruma með Ficoll þéttleikastiguls-
spinningu. Blóðsýni pípetterað ofan á Ficoll vökva og spunnið. Blóðhlutar 
aðskiljast og einkjarna frumulagi er safnað (Murphy et al., 2008). 
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Einkjarna frumulaginu var safnað og frumurnar þvegnar þrisvar með MACS buffer, sem er 

fosfat bufferað saltvatn (phosphate buffered saline, PBS) með 0,5% nautrgripaalbúmíni 

(bovine serum albumin, BSA, Sigma, Þýskaland) og 20 mM EDTA. Frumurnar voru taldar 

með því að blanda 0,4% Trypan blue litarefni (MP Biomedicals, Bandaríkin) við frumurnar, 

en trypan blue litar dauðar og deyjandi frumur bláar en heilbrigðar frumur eru ólitaðar. 

Frumulausnin var sett undir þekjugler á Improved Neubauer frumutalningargleri og talið í 

fjórum hornum. Eftir síðasta þvott voru frumurnar þynntar í MACS buffer þannig að styrkur 

þeirra yrði 12,5 x 107 frumur á millilítra. 

Einangrun og þroskun CD14+ jákvæðra mónócýta yfir í óþroskaðar angafrumur  

Notuð var MACS (magnetic activating cell sorting) aðferð 

við einangrun CD14 jákvæðra mónócýta þar sem CD14 

jákvæðir mónócýtar voru einangraðir frá einkjarna 

frumulaginu með segulkúlumerktum mótefnum gegn CD14 

(anti-CD14 MicroBeads, Miltenyi Biotec, Þýskaland), en 

bara mónócýtarnir í einfrumublöndunni tjá CD14. 

Mótefnunum var bætt út í frumulausnina í hlutföllunum 1:5 

(20 µl á hverja 80 µl af frumulausn) og mótefnunum leyft 

að bindast á ís í 15 mín. Frumurnar voru þvegnar og voru 

síðan látnar renna í gegnum LS+/VS+ MACS súlu 

(Miltenyi Biotec) sem búið var að koma fyrir í sterku 

segulsviði (mynd 8). Súlan var þvegin með MACS buffer 

en við það fóru allar frumur í gegn sem ekki höfðu bundið 

segulkúlumerkt anti-CD14 mótefni en aðeins CD14 

jákvæðu mónócýtarnir sátu eftir fastir í súlunni. Því næst 

var súlan tekin úr segulsviðinu og CD14 jákvæðu 

mónócýtarnir skolaðir í gegn með MACS buffer og safnað.   

Frumur voru því næst taldar, þvegnar og þynntar í 

frumuræktunaræti þannig að styrkur þeirra yrði 0,5 x 106 

frumur á millilítra. Frumuræktunarætið var RPMI 1640 æti 

með 10% fósturkálfasermi (foetal calf serum, FCS) og 

sýklalyfjunum pensilíni og streptómýcini (allt frá 

Mynd 8. Frumueinangrun með súlu. 
Segulkúlumerkt mótefni eru bundin valinni 
yfirborðssameind, s.s CD 14 eða HLA-DR, 
í frumulausn. Frumulausnin er látin renna 
gegnum súlu sem komið er fyrir á sterku 
segulsviði, segulkúlubundnar frumur 
festast í súlunni á meðan óbundnum er 
skolað út. Súla er tekin úr segulsviði og 
segulkúlubundnum frumum skolað í gegn 
og safnað sér (Murphy et al., 2008). 
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Invitrogen, England). Til að meta árangur einangrunar CD14+ mónócýta var hluti frumanna 

tekinn frá til litunar og skoðunar í frumuflæðisjá (sjá síðar). Þá var 1 ml af frumulausn 

skammtað í hvern brunn á 48 brunna flatbotna ræktunarplötum og vaxtarþáttunum IL-4 í 

styrknum 1,25 µg/ml (R&D Systems, Bretland) og GM-CSF í styrknum 2,5 µg/ml (R&D 

Systems) bætti út í brunnana, en vaxtarþættirnir örva sérhæfingu mónócýta yfir í óþroskaðar 

angafrumur. Frumuræktunarplöturnar voru hafðar í hitaskáp (37°C, 5% CO2 , 100% raki) í 3-

4 daga. 

Frumudagur 3 eða 4:  

Viðhald frumuræktunar 

Á degi 3 eða 4 var 0,5 ml af frumuæti bætt í hvern brunn ásamt sama magni af vaxtarþáttum 

og áður og plöturnar hafðar áfram í hitaskáp. 

Frumudagur 7: 

Örvun óþroskaðra angafruma yfir í þroskaðar angafrumur 

Eftir sjö daga í hitaskáp voru frumurnar skoðaðar í smásjá til að meta útlit og lífvænleika 

frumanna. Frumunum var safnað úr brunnunum með því að pípettera rækilega og þær síðan 

taldar. Því næst voru þær spunnar niður (300g, 10 mín, 4°C), floti safnað og það fryst við  

–80°C til boðefnamælinga með ELISA aðferð (sjá síðar). Að loknum þvotti voru frumurnar 

þynntar í frumuæti þannig að stykur þeirra yrði 2,5 x 105 frumur á millilítra. Eins og á fyrsta 

degi frumuræktunar var hluti frumanna tekinn frá til mats á sérhæfingu mónócýtanna yfir í 

óþroskaðar angafrumur með litun og skoðun í frumuflæðisjá (sjá síðar). Frumulausninni var 

svo skammtað aftur á 48 brunna ræktunarplötu, 0,5 ml í hvern brunn, ásamt vaxtarþáttunum 

IL-1β í styrknum 0,5 µg/ml (R&D Systems) og TNF-α í styrknum 2,5 µg/ml (R&D Systems) 

en þeir örva þroskun óþroskaðra angafruma yfir í þroskaðar angafrumur. Frumurnar voru 

ræktaðar áfram í hitaskáp (37°C, 5% CO2 , 100% raki) í 2 daga. 

Frumudagur 9: 

Mat á þroskun angafruma 

Á 9. degi voru angafrumurnar skoðaðar í smásjá til að meta útlit og lífvænleika frumanna. 

Frumunum var safnað úr brunnunum eins og áður var lýst og þær taldar. Því næst voru þær 

spunnar niður (300g, 10 mín, 4°C), floti safnað og það fryst við –80°C til boðefnamælinga 
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með ELISA aðferð (sjá síðar). Hluti af frumunum var tekin frá til að meta þroskun þeirra með 

litun og skoðun í frumuflæðisjá (sjá síðar). Restin af frumunum var notuð í áframhaldandi 

rannsóknir (sjá síðar). 

Þroskun angafruma með fitusýrum 

Til að kanna áhrif n-3 fjölómettaðra fitusýra á þroskun og ræsingu angafruma voru 

angafrumurnar ræktaðar með eða án EPA frá frumudegi 6 og frumurnar þvegnar 24 klst síðar, 

eins og áður var lýst. 

Forvinnsla fitusýra  

EPA á frostþurrkuðu formi (Sigma) var leyst upp í 100% etanóli þannig að styrkur þess yrði 

0,1 M. Köfnunarefni var blásið yfir lausnina og hún fryst. Áður en fitusýrurnar voru settar út í 

rækt voru þær bundnar við 10% fitusýrulaust BSA (Sigma) í hlutföllunum 1:3. EPA-BSA 

lausnin var hrist vel og látin vera í hitaskáp (37°C, 5% CO2 , 100% raki) í 16 klst. Eftir 

bindingu var EPA-BSA lausnin geymd í kæli þar til henni var bætt út í frumuræktina. 

Ræktun angafruma með EPA 

EPA-BSA lausninni var bætt út í angafrumuræktina á degi 6 þannig að styrkur EPA væri 50 

µM. Samsvarandi rúmmáli af 10% BSA blöndu var bætt í þá brunna sem ekki fengu EPA-

BSA og notað sem neikvætt viðmið. Frumurnar voru ræktaðar áfram í hitaskáp (37°C, 5% 

CO2 , 100% raki) í 24 klst. Þá var frumunum safnað, fitusýrur þvegnar af og frumurnar 

örvaðar áfram í þroskaðar angafrumur eins og áður var lýst.  

Einangrun HLA-DR+ angafruma 

Á degi 9, við lok þroskunar angafrumanna, var frumunum safnað úr brunnunum og HLA-

DR+ frumur einangraðar með MACS aðferð. Frumurnar voru þynntar í MACS buffer þannig 

að styrkur þeirra yrði 12,5 x 107 frumur á millilítra og segulkúlumerktum mótefnum gegn 

HLA-DR (anti-HLA-DR MicroBeads, Miltenyi Biotec) bætt út í frumulausnina í 

hlutföllunum 1:5 og frumurnar hafðar á ís í 15 mín. Frumurnar voru látnar renna í gegnum 

MS+/RS+ MACS súlu (Miltenyi Biotec) sem var höfð í sterku segulsviði og þær frumur sem 

ekki voru bundnar við mótefni skolaðar burt. Þegar súlan var tekin úr segulsviðinu voru 

HLA-DR jákvæðu frumurnar skolaðar í gegn og þeim safnað sér. Eftir einangrun HLA-DR 
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jákvæðra og neikvæðra fruma var hluti frumanna tekinn frá til að meta árangur 

hreinsunarinnar með litun og skoðun í frumuflæðisjá (sjá síðar). HLA-DR+ frumurnar voru 

þvegnar og þynntar í æti þannig að styrkur þeirra yrði 0,5 x 106 frumur á millilítra. Í fyrstu 

tilraun voru frumurnar bara einangraðar og mat lagt á hreinleika einangrunarinnar og 

frumuheimtur, en í kjölfarið voru framkvæmdar alls þrjár tilraunir þar sem angafrumurnar 

voru ræktaðar með CD40L+ CHO frumum. 

Ræktun HLA-DR+ angafruma með CD40L+ CHO frumum 

HLA-DR jákvæðar angafrumur voru ræktaðar í 24 klst með CD40L+ CHO frumum (gjöf frá 

Helgu Ögmundsdóttur sem fékk frumurnar frá prófessor Freda Stevenson, University of 

Southampton). CD40L+ CHO frumur eru krabbameinsfrumur úr eggjaleiðara hamstra 

(Chinese hamster ovarian cell, CHO) sem í er búið að innleiða manna erfðaefni fyrir CD40L 

sameindinni. Ræstar angafrumur tjá mikið af CD40 og geta því CD40L+ CHO frumurnar ræst 

angafrumurnar á svipaðan hátt og ræstar T frumur sem tjá CD40L gera (Al-Bader et al., 

2004; Murphy et al., 2008). 

Ræktun CD40L+ CHO frumna  

CD40L+ CHO frumur voru ræktaðar í 75 cm2 ræktunarflöskum með fílter í tappa í hitaskáp 

(37°C, 5% CO2 , 100% raki) á meðan rannsókn stóð yfir. Frumuvöxtur þeirra var mjög ör og 

þurfti því að skipta þeim upp a.m.k. tvisvar í viku til að viðhalda eðlilegum vexti.  

Við uppskiptingu frumanna var æti hellt af flöskunni og þær skolaðar með sterílu PBS. Næst 

voru frumurnar baðaðar í 2 ml af trypsín/EDTA lausn (0,05% Trypsin með EDTA, 

Invitrogen) í u.þ.b. 2,5 mínútur við 37°C til að losa frumurnar frá ræktunarflöskunni. Þá var 

frumuæti bætt í flöskuna til að stoppa meltingaráhrif trypsínsins. Frumum var safnaði úr 

flöskunni, þær taldar, spunnar niður (300g, 10 mín, 4°C) og að lokum þynntar í 

frumuræktunaræti þannig að styrkur þeirra yrði 1 x 106 frumur á millilítra. Fyrir þriggja til 

fjögurra daga ræktun í 75 cm2 ræktunarflösku var styrkur fruma þynntur í u.þ.b. 4-5 x 105 

frumur á millilítra.  

Til að ákvarða hversu mikið af CD40L+ CHO frumum þurfti að setja í brunna á 48 brunna 

ræktunarplötum fyrir samræktun með angafrumum voru frumurnar ræktaðar í tvo sólarhringa 

í nokkrum mismunandi styrkjum. Í ljós kom að frumur í styrknum 5 x 104 frumur per brunn 
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voru hæfilega þéttar eftir sólarhring og voru ennþá ekki ofvaxnar eftir tvo sólarhringa. Því var 

á degi 8 í öllum tilraunum settar 5 x 104 CD40L+ CHO frumur per brunn í 48 brunna plötur 

þannig að þær væru tilbúnar fyrir samrækt með HLA-DR+ angafrumunum sem voru 

eingangraðar eftir ræsingu á degi 9.  

Tafla 2. Styrkur angafruma og CD40L+CHO fruma og hlutfallsstyrkur þeirra í brunnum  Styrkur 
frumulausna og blöndun þriggja mismunandi styrkja ásamt lokastyrk hverrar frumutegundar í hverjum brunni. 
Hlutfallsstyrkur per brunn var reiknaður sem styrkur angafruma deilt í styrk CD40L+ CHO fruma. 

 

Angafrumustyrkur í  
brunnum 

(Frumulausn 5x105 fr/ml) 

 

CD40L+CHO 
frumustyrkur í brunnum 

(Frumulausn 1x106 fr/ml) 

 

Hlutfallsstyrkur í brunnum 

Angafrumur/CD40L+ CHO 
frumur 

 

(20 µl frumulausn + 180 µl æti) 

1x104 frumur per brunn 

 

(50 µl frumulausn + 500 µl æti) 

5x104 frumur per brunn 

 

1x104/5x104 =  0,2 

 

(100 µl frumulausn + 100 µl æti) 

5x104 frumur per brunn 

 

(50 µl frumulausn + 500 µl æti) 

5x104 frumur per brunn 

 

5x104/5x104 =  1 

 

(200 µl frumulausn + 0  µl æti) 

1x105 frumur per brunn 

 

(50 µl frumulausn + 500 µl æti) 

5x104 frumur per brunn 

 

1x105/5x104 =  2 

 

(200 µl æti) 

0 frumur per brunn 

 

(50 µl frumulausn + 500 µl æti) 

5x104 frumur per brunn 

 

0/5x104 =  0 

 

HLA-DR+ angafrumur voru settar út í brunna með CD40L+ CHO frumum á frumudegi 9 og 

þær ræktaðar saman í 24 klst. Angafrumurnar voru settar út í ræktinar í þremur styrkjum, þ.e. 
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1, 5 og 10 x 104 frumur per brunn (tafla 2). Auk þess var eingöngu æti bætt í suma brunna 

sem neikvætt viðmið.  

Á frumudegi 10 eftir 24 klst samræktun HLA-DR+ angafruma og CD40L+ CHO fruma var 

frumunum safnað upp úr ræktunarplötu, frumulausnir spunnar niður, floti safnað og það fryst 

við –80°C til boðefnamælinga með ELISA aðferð (sjá síðar) og frumur litaðar fyrir 

frumuflæðisjá (sjá síðar).  

Greining yfirborðssameinda með frumuflæðisjá 

Greining yfirborðssameinda á frumum með frumuflæðisjá (FACS) er aðferð sem gerir okkur 

kleyft, með því að lita frumur með flúrmerktum mótefnum gegn yfirborðssameindum, að 

fylgjast með bæði fjölda fruma sem tjá ákveðna sameind og einnig hlutfallslegum styrk 

sameindarinnar á yfirborði frumanna. Í þessari rannsókn var fylgst með tjáningu CD14 við 

mat á einangrun mónócýta (dagur 0), CD14, CD86, CD197, CD209 og HLA-DR við mat á 

sérhæfingu mónócýta yfir í óþroskaðar angafrumur (dagur 7) og við mat á áhrifum 

samræktunar (dagur 10), HLA-DR við mat á einangrun HLA-DR jákvæðra og neikvæðra 

fruma (dagur 9) og CD40L til að aðskilja angafrumur og CD40L+ CHO frumur svo hægt væri 

að meta angafrumur einar og sér (dagur 10) (tafla 3).  
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Tafla 3. Hlutverk sameinda sem greindar voru og framleiðendur mótefna gegn þeim. Taflan sýnir þær 
sameindir sem mældar voru við framkvæmd þessarar rannsóknar og útskýrir hlutverk þeirra ásamt að greina frá 
framleiðanda þeirra flúrmerktu mótefna sem notuð voru. 

 
Sameind 

 
Hlutverk yfirborðssameinda 

 
Framleiðandi 
mótefna 

CD86 
 

CD86 er önnur af B7 hjálparsameindunum sem angafrumur tjá á 
yfirborði sínu og binst CD28 á T frumum og aðstoðar við 
ræsingu þeirra. Óþroskuð angafruma í vefjum tjáir lítið af B7 en 
tjáning eykst við þroskun þeirra (Murphy et al., 2008). 

AbD Serotec 
(England) 

HLA-DR 
HLA-DR er undirflokkur MHC II sameinda sem sýnifrumur tjá. 
Tjáning MHC II sameinda eykst hjá angafrumum við þroskun 
(Murphy et al., 2008). 

BD Biosciences 
(Belgía) 

CD14 
CD14 er sameind sem er einkennandi fyrir mónócýta. Tjáning á 
CD14 minnkar við sérhæfingu mónócýta yfir í óþroskaðar 
angafrumur (Murphy et al., 2008).  

AbD Serotec 

CD40L 
CD40L er sameind sem ræstar T frumur tjá. Binding CD40L við 
CD40 á angafrumum miðlar hjálparboðum til beggja fruma sem 
þarf til frekari ræsingar og viðhalds ónæmissvars. Þroskaðar 
angafrumur tjá CD40 í miklu magni (Murphy et al., 2008).  

eBioscience 
(Bandaríkin) 

CD209 
CD209 (DC-SIGN) er viðloðunarsameind sem angafrumur tjá og 
nota til að binda ICAM-3 á óreyndum T frumum. Við þroskun 
angafruma eykst tjáning á CD209 sem eykur sækni þeirra í 
óreyndar T frumur (Murphy et al., 2008).  

AbD Serotec 
 

CD197 
CD197 (CCR7) er flakkboðaviðtaki sem þroskaðar angafrumur 
tjá. Viðtakinn nemur boð sem dregur þær í nærliggjandi eitil 
(O'Neill et al., 2004; Thomas et al., 2009). 

R&D systems 

  

Frumulitun 

Frumulausn í styrknum 0,5 x 105 frumur/ml var sett í þrjú FACS glös, 100 µl per glas, og 5 µl 

af flúrmerktum einstofna mótefnum, sem höfðu verið þynnt samkvæmt leiðbeiningum frá 

framleiðendum, sett í glösin. Til viðmiðunar voru frumurnar litaðar með ósértækum 

músamótefnum (IgG2a-APC frá BD Biosciences, IgG1-FITC og IgG2a-PE frá AbD Serotec) 

af sömu ísótýpum og mótefnin (ísótýpu viðmið) (tafla 4). Glösin voru svo látin standa á ís í 

20 mín. Næst voru frumurnar þvegnar með litunar buffer (PBS með 1% FCS, 20 mM EDTA 
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og 0,1% NaN3) og síðan fixeraðar með 1% paraformaldehýði í PBS. Álpappír var settur yfir 

glösin og þau geymd í kæli fyrir söfnun með frumuflæðisjá, þó aldrei lengur en í viku. 

Tafla 4 Samsetning flúrmerktra mótefna í FACS glös fyrir söfnun með frumuflæðisjá. Í glasi 1 voru 
frumur litaðar með ósértækum músamótefnum af sömu ísótýpum og mótefnin í glösum 2 og 3.  

Glas 1: Glas 2: Glas 3: 

Viðmið: IgG1-FITC CD86-FITC CD209-FITC 

Viðmið: IgG2a-PE HLA-DR-PE CD197-PE 

Viðmið: IgG2a-APC CD14-APC / CD40L-APC* CD40L-APC* 

*Aðeins var litað með mótefni gegn CD40L á degi 10 og þá í stað CD14 í glasi 2.  

Frumuflæðisjá 

Að lokinni litun var frumum safnað í frumuflæðisjá (FACSCalibur, BD Bioscience) sem 

safnar upplýsingum um stærð, kyrningu og flúrljómun allt að fjögurra mismunandi 

flúrljómandi efna og því hægt að skoða fjórar mismunandi yfirborðssameindir í hvert skipti. Í 

þessari rannsókn voru þó aðeins notaðir þrír litir, FITC sem er grænn, PE sem er 

appelsínugulur og APC sem er dökkrauður. Tækið virkar þannig að frumur flæða í gegnum 

tækið í einfrumulausn framhjá leisergeisla sem m.a. ræsir flúrljómandi efnin. Þar eru 

staðsettir ljósnemar sem nema dreifingu (stærð) og endurkast (kyrningu) leiserljóssins og 

styrk flúrljómunar sem er í réttu hlutfalli við bindingu mótefna við yfirborðssameind (mynd 

9). Til að fá þessar upplýsingar yfir á myndrænt form var notað tölvuforritið CellQuest (BD 

Bioscience). Byrjað var að skoða stærð og kyrningu til að ákvarða hvaða frumur átti að skoða 

og útiloka dauðar frumur og síðan var prósenta jákvæðra fruma sem tjá viðeigandi sameind 

fengin með því að bera saman við frumur litaðar með ísótýpu viðmiðum. Einnig var fenginn 

meðalstyrkur flúrljómunar (mean fluoresence intensity, MFI) sem gefur til kynna hversu 

mikið af sameindinni er tjáð á frumunum. 
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Þegar HLA-DR+ angafrumur voru 

ræktaðar með CD40L+ CHO 

frumum kom í ljós að þær voru af 

sömu stærð og að þrátt fyrir að 

CHO frumur vaxi fastar við 

plastyfirborð þá losnaði mikið af 

þeim þegar verið var að safna 

angafrumunum. Því voru 

frumurnar litaðar með mótefnum 

gegn CD40L á degi 10 og CD40L 

jákvæðar frumur útilokaðar í allri 

úrvinnslu. 

 

 

 

Boðefnamæling með ELISA aðferð 

Boðefnamæling var framkvæmd á frumufloti sem safnað var á frumudegi 7, 9 og 10. 

Samloku ELISA aðferð (Sandwich Enzyme-linked immunosorbent Assay) (mynd 10) var 

notuð og mæld voru boðefnin IL-10, IL-6 og IL-12p40 með mælisettum (DuoSet) frá R&D 

Systems.  

ELISA plötur voru húðaðar með einstofna músamótefnum gegn boðefnunum (anti human IL-

10, anti-human IL-12p40 og anti-human IL-6) og látnar standa við herbergishita yfir nótt. 

Næsta dag var húðunarmótefnum skvett úr plötunum og blokkunarlausn (PBS með 1% BSA, 

5% súkrósa, 0,05% NaN3) sett í alla brunna til að blokka óbundin svæði á ELISA plötunum. 

Eftir klukkutíma bið í herbergishita voru brunnar þvegnir fjórum sinnum með þvottalausn 

(PBS með 0,05% Tween 20).  

Mynd 9 . Uppbygging frumuflæðisjár (FACS) aðferðar. Eftir litun 
yfirborðssameinda með flúrljómandi mótefnum, flæða þær í einfrumulausn 
framhjá leisergeisla sem m.a. ræsir flúrljómandi efnin. Ljósnemar nema 
dreifingu (með forward scatter) og kyrningu (með side scatter) ásamt styrk 
ásamt styrk flúrljómunar. Upplýsingar eru sendar til tölvu og settar yfir á 
myndrænt form (Murphy et al., 2008). 
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Staðlar fyrir öll boðefnin voru notaðir í 7 tvöföldum þynningum samkvæmt upplýsingum frá 

framleiðanda og brunnar með ELISA buffer (PBS með 1% BSA) notaðir sem neikvætt 

viðmið. Frumuflot var sett á plöturnar, óþynnt fyrir IL-10 mælingu, en þynnt 1:10 og 1:30 í 

ELISA buffer fyrir IL-12p40 og IL-6 mælingar. Plötur voru látnar standa við herbergishita í 2 

klst og þær síðan þvegnar eins og áður. Bíótínmerkt greiningarmótefni (biotinylated goat 

anti-human IL-10, IL-12p40 og 

IL-6) voru þynnt í ELISA buffer 

samkvæmt upplýsingum frá 

framleiðanda, þau sett í alla 

brunna og plöturnar látnar 

standa í 2 klst við herbergishita 

áður en þær voru þvegnar. 

Streptavidin-HRP var þynnt í 

ELISA buffer samkvæmt 

upplýsingum frá framleiðanda, 

það sett í alla brunna og 

plöturnar settar í álpappír, látnar 

standa við herbergishita í 20 

mínútur og svo þvegnar. 

Litlausri hvarfefnalausn 

(3,3´,5,5´-tetramethylbenzidine, 

TMB, Kem-En-Tec Diagnoxtics 

A/S, Danmörk) var bætt úr í alla brunna og plöturnar látnar standa áfram í myrkri þar til blár 

litur hafði myndast. Þá var stopplausn (0,18 M H2SO4) sett í alla brunna og gleypni litarins 

mældur í ljósmæli (Titertek Multiskan, Biological Instrumentation Services, England) við 

450 nm.  

Staðalkúrfa var búin til út frá þekktum styrk staðals og mældri ljósgleypni hans og óþekktur 

styrkur boðefna í brunnum reiknaður út frá því. 

Tölfræði úrvinnsla  

Meðaltal og staðalfrávik var reiknað út fyrir hverja yfirborðssameind eða boðefni sem voru 

mæld. Þar sem við á (þrjár mælingar eða fleiri) var gert t-próf og notað til þess Sigmastat 

forritið. P-gildi minna en 0,05 var talið tölfræðilega marktækt. Þar sem ekki var hægt að 

Mynd 10. Uppbygging samloku ELISA aðferðar. ELISA plötur eru 
húðaðar með einstofna músamótefnum gegn því boðefni sem mæla á. 
Frumuflot er sett á plötur og því næst bíótínmerkt greiningarmótefni gegn því 
boðefni. Streptavidin tengt HRP binst bíótínmerkta mótefninu og við að 
blanda litlausri hvarfefnalausn útí myndast blátt litarefni þar sem binding 
boðefnis hefur orðið, gleypni mæld í ljósmæli (Cell Signaling Technology, 
1999-2009) 
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aðgreina angafrumurnar frá CD40L+ CHO frumum í fyrstu tilrauninni fengust ekki 

niðurstöður fyrir tjáningu sameinda á angafrumunum á frumudegi 10. Þar eru því bara tvær 

mælingar á bak við niðurstöðurnar og því ekki hægt að reikna út tölfræði. Einnig tókst ekki 

IL-12p40 ELISA mæling úr tilraun 1 og því ekki hægt að reikna út tölfræði þar heldur.  
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NIÐURSTÖÐUR 

Áhrif CD40L ræsingar á tjáningu yfirborðssameinda 

Tjáning yfirborðssameinda var metin á ákveðnum þroskastigum angafrumulíkansins, auk 

þess sem frumur voru litaðar til að meta árangur eingrunar með segulkúlumerktum 

mótefnum. Á degi 0 var einangrun CD14+ mónócýta metin, á degi 7 var sérhæfing mónócýta 

yfir í óþroskaðar angafrumur metin, á degi 9 var einangrun HLA-DR+ angafruma og þroskun 

þeirra yfir í þroskaðar angafrumur metin og á degi 10 var ræsing angafruma með CD40L+ 

CHO frumum metin. Þær sameindir sem voru mældar í þessari rannsókn voru HLA-DR, 

CD86, CD14, CD209, CD197 og CD40L. Niðurstöður eru gefnar upp sem prósent jákvæðra 

fruma, sem segir til um hlutfall fruma sem tjá tiltekna sameind, og meðalflúrljómun (MFI), 

sem segir til um meðalmagn tjáningar hjá frumunum. Tafla 5 sýnir útskýringar á þeim 

skammstöfunum sem notaðar voru í uppsetningu stöplarita. 

Tafla 5. Útskýringar á skammstöfnunum í stöplaritum fyrir tj áningu yfirborðssameinda. 

Skammstöfun Skýringar á skammstöfunum í stöplaritum 

MC Mónócýtar  

imDC Óþroskaðar angafrumur  

HLA-DR- HLA-DR neikvæðar angafrumur 

HLA-DR+ HLA-DR jákvæðar angafrumur 

0,2 Hlutfall samræktunar angafruma og CD40L+ CHO fruma = 0,2 (sjá töflu 2). 

1 Hlutfall samræktunar angafruma og CD40L+ CHO fruma = 1 (sjá töflu 2). 

2 Hlutfall samræktunar angafruma og CD40L+ CHO fruma = 2 (sjá töflu 2). 

 

Sérhæfing mónócýta yfir í óþroskaðar angafrumur 

Tjáning á CD14 var mæld hjá mónócýtum eftir einangrun (dagur 0) og voru um 90% 

frumanna jákvæðar (mynd 11). Við sérhæfingu mónócýtanna yfir í óþroskaðar angafrumur 

(dagur 7) minnkaði tjáning þeirra á CD14 og aðeins lítill hluti þeirra tjáði sameindina. 
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 Mynd 11. Tjáning á CD14. Tjáning mónócýta og óþroskaðra angafruma, sem ræktaðar höfðu verið með 
eða án EPA, á CD14, sýnd sem prósent jákvæðar frumur og meðalflúrljómun.  

Tjáning CD14 á óþoskuðu angafrumunum var sú sama hjá angafrumum sem höfðu verið 

ræktaðar með eða án EPA (mynd 11).  
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Aðeins lítið hlutfall mónócýta tjáði CD86, HLA-DR og CD197 og meðalflúrljómun þeirra 

var lág (um eða undir 10) (myndir 12, 13 og 14). Við sérhæfingu minnkaði hlutfall CD86 og 

CD197 jákvæðra fruma en meðalflúrljómun jókst (myndir 12 og 14). Hlutfall HLA-DR 

jákvæðra fruma hélst hins vegar óbreytt við sérhæfingu en meðalflúrljómunin jókst (mynd 

13). Enginn munur var á tjáningu CD86, HLA-DR og CD197 á frumum sem höfðu verið 

ræktaðar með eða án EPA. 
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Mynd 12. Niðurstöður fyrir tjáningu á yfirborðssameindinni CD86. Tjáning mónócýta og 
óþroskaðra angafruma sem höfðu verið ræktaðar með eða án EPA á CD86, sýnd sem prósent 
jákvæðar frumur og meðalflúrljómun. 

Mynd 13. Niðurstöður fyrir tjáningu á yfirborðssameindinni HLA-DR . Tjáning mónócýta og 
óþroskaðra angafruma sem höfðu verið ræktaðar með eða án EPA á HLA-DR, sýnd sem prósent 
jákvæðar frumur og meðalflúrljómun.  
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Mynd 14. Niðurstöður fyrir tjáningu á yfirborðssameindinni CD197. Tjáning mónócýta og 
óþroskaðra angafruma sem höfðu verið ræktaðar með eða án EPA á CD197, sýnd sem prósent jákvæðar 
frumur og meðalflúrljómun. 
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Tjáning mónócýta á CD209 viðloðunarsameindinni var nánast engin en jókst til muna við 

sérhæfingu yfir í óþroskaðar angafrumur. Bæði jókst hlutfall jákvæðra fruma og 

meðalflúrljómunin (mynd 15). Enginn munur var á tjáningu CD209 á frumum sem höfðu 

verið ræktaðar með eða án EPA.  
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Mynd 15. Niðurstöður fyrir tjáningu á yfirborðssameindinni CD209. Tjáning mónócýta og 
óþroskaðra angafruma sem höfðu verið ræktaðar með eða án EPA á CD209, sýnd sem prósent jákvæðar 
frumur og meðalflúrljómun.  
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Einangrun HLA-DR jákvæðra angafruma 

Í angafrumulíkaninu er venjan að fylgjast með tjáningu HLA-DR, CD86, CD197 og CD209 

eftir ræsingu en þar sem nota átti frumurnar í HLA-DR einangrun og ekki mikið til af 

frumum var þeirri mælingu sleppt og einungis mæld tjáning HLA-DR eftir einangrunina til 

að meta árangur einangrunarinnar (dagur 9). Eftir einangrun HLA-DR+ þroskaðra angafruma 

var hlutfall fruma sem tjáðu HLA-DR rúmlega 70% í jákvætt valda frumuhópnum og 

rúmlega 40% í neikvætt valda frumuhópnum (mynd 16). Meðalflúrljómun var líka hærri í 

jákvætt valda frumuhópnum. Enginn munur var á tjáningu HLA-DR eftir því hvort frumurnar 

höfðu verið ræktaðar með eða án EPA (mynd 16). 
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Mynd 16. Niðurstöður fyrir tjáningu á yfirborðssameindinni HLA-DR . Tjáning þroskaðra angafruma 
sem höfðu verið ræktaðar með eða án EPA á HLA-DR eftir HLA-DR einangrun, sýnd sem prósent 
jákvæðar frumur og meðalflúrljómun.  
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Niðurstöður fyrir CD86 tjáningu var svipuð, þótt hlutfall CD86 jákvæðra fruma í bæði 

jákvætt og neikvætt valda frumuhópnum væri lægra en hlutfall HLA-DR jákvæðra fruma. 

Enginn munur mældist á tjáningu CD86 eftir því hvort frumurnar höfðu verið ræktaðar með 

eða án EPA (mynd 17). 
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Mynd 17. Niðurstöður fyrir tjáningu á yfirborðssameindinni CD86. Tjáning þroskaðra angafruma 
sem höfðu verið ræktaðar með eða án EPA á CD86 eftir HLA-DR einangrun, sýnd sem prósent jákvæðar 
frumur og meðalflúrljómun. 
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Samræktun HLA-DR+ angafruma og CD40L+ CHO fruma 

Eftir samræktun HLA-DR+ angafruma með CD40L+ CHO frumum (dagur 10) var tjáning 

yfirborðssameinda mæld. Þrír styrkir voru notaðir af angafrumum (sjá töflu 2). Framkvæmdar 

voru 3 tilraunir en ekki var hægt að aðgreina CD40L+ CHO frumur frá angafrumum með 

stærð og kyrningu við greiningu í frumuflæðisjá í fyrstu tilrauninni. Því var í næstu tveimur 

tilraunum litað með mótefnum gegn CD40L og CD40L+ frumur aðgreindar frá angafrumum 

út frá CD40L tjáningu. Þetta var gert eftir að búið var að mæla CD40L tjáningu á CD40L+ 

CHO frumunum sem leiddi í ljós að 97,7% frumanna voru jákvæðar (niðurstöður eru ekki 

sýndar). Í þessum hluta rannsóknarinnar eru því bara tvær tilraunir á bak við hverja mynd.  

Hlutfall angafruma sem tjáðu CD86 jókst með auknum styrk angafruma í CD40L+ CHO 

frumu samræktun og er sama að segja um meðalmagn tjáningar (mynd 18). Enginn munur 

var á tjáningunni eftir því hvort frumurnar höfðu verið ræktaðar með eða án EPA. 
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Mynd 18. Niðurstöður fyrir tjáningu á yfirborðssameindinni CD86. Tjáning á CD86 mæld eftir 
samræktun HLA-DR+ þroskaðra angafruma (í þremur styrkjum), sem höfðu verið ræktaðar með eða án 
EPA, og CD40L+ CHO fruma. Niðurstöður sýndar sem prósent jákvæðar frumur og meðalflúrljómun. 
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Hlutfall þroskaðra angafruma sem tjáðu HLA-DR og CD197 virtist aukast með auknum styrk 

angafruma í samræktun (myndir 19 og 20). Hlutfall HLA-DR og CD197 jákvæðra angafruma 

sem höfðu verið ræktaðar án fitusýra virtist hærra en hlutfall angafruma sem höfðu verið 

ræktaðar með EPA við tvo hærri angafrumustyrkina. Meðalflúrljómunin jókst með auknum 

styrk angafruma en ekki var hægt að sjá mun á angafrumum sem höfðu verið ræktaðar með 

eða án EPA (myndir 19 og 20). 
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Mynd 19. Niðurstöður fyrir tjáningu á yfirborðssameindinni HLA-DR . Tjáning á HLA-DR mæld 
eftir samræktun HLA-DR+ þroskaðra angafruma (í þremur styrkjum), sem höfðu verið ræktaðar með 
eða án EPA, og CD40L+ CHO frumum. Niðurstöður sýndar sem prósent jákvæðar frumur og 
meðalflúrljómun. 

Mynd 20. Niðurstöður fyrir tjáningu á yfirborðssameindinni CD197. Tjáning á CD197 mæld eftir 
samræktun HLA-DR+ þroskaðra angafruma (í þremur styrkjum), sem höfðu verið ræktaðar með eða 
án EPA, og CD40L+ CHO frumum. Niðurstöður sýndar sem prósent jákvæðar frumur og 
meðalflúrljómun. 
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Mynd 21. Niðurstöður fyrir tjáningu á yfirborðssameindinni CD209. Tjáning á CD209 mæld eftir 
samræktun HLA-DR+ þroskaðra angafruma (í þremur styrkjum), sem höfðu verið ræktaðar með eða án 
EPA, og CD40L+ CHO frumum. Niðurstöður sýndar sem prósent jákvæðar frumur og meðalflúrljómun. 

 Aukinn styrkur angafruma hafði ekki áhrif á hlutfall angafruma sem tjáðu CD209, en 

meðalflúrljómun jókst örlítið með auknum styrk angafruma. Enginn munur var á tjáningu 

CD209 milli angafruma sem höfðu verið ræktaðar með eða án EPA (mynd 21). 
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Áhrif CD40L ræsingar á seytingu boðefna 

Frumufloti var safnað hjá óþroskuðum angafrumum (dagur 7), þroskuðum angafrumum 

(dagur 9) og eftir samræktun angafruma með CD40L+ CHO frumum (dagur 10). Boðefnin 

IL-10, IL-6 og IL-12p40 voru mæld úr þremur tilraunum með ELISA samloku aðferð. 

Niðurstöður einnar tilraunar fyrir IL-12p40 misfórst og eru því aðeins tvær tilraunir þar að 

baki. Enginn tölfræðilegur munur var á IL-6 og IL-10 seytingu angafruma eftir ræktun með 

eða án EPA (mælt með t-prófi). 

Tafla 6. Útskýringar á skammstöfunum í stöplaritum fyrir boðefnamælingar. 

Skammstöfun Skýringar á skammstöfunum í stöplaritum 

imDC Óþroskaðar angafrumur  

mDC Þroskaðar angafrumur  

0,2 Hlutfall samræktunar angafruma ræktuðum og CD40L+ CHO fruma = 0,2 (sjá töflu 2). 

1 Hlutfall samræktunar angafruma ræktuðum og CD40L+ CHO fruma = 1 (sjá töflu 2). 

2 Hlutfall samræktunar angafruma ræktuðum og CD40L+ CHO fruma = 2 (sjá töflu 2). 

 

Þroskun óþroskaðra angafruma yfir í þroskaðar angafrumur 

Þroskaðar angafrumur seyttu meira IL-12p40 en þær óþroskuðu. Enginn munur var á IL-

12p40 seytingu þroskaðra angafruma sem höfðu verið ræktaðar með eða án EPA (mynd 22). 
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Mynd 22. Niðurstöður fyrir mælingu á IL-12p40 í frumufloti með ELISA samloku aðferð. Styrkur á 
IL-12p40 (pg/ml) í frumufloti óþroskaðra angafruma og þroskaðra angafruma (sem höfðu verið ræktaðar 
með eða án EPA). 

 

Mynd 23. Niðurstöður fyrir mælingu á IL-10 í frumuf loti með ELISA samloku aðferð. Styrkur á  IL-
10 (pg/ml) í frumufloti óþroskaðra angafruma og þroskaðra angafruma (sem höfðu verið ræktaðar með 
eða án EPA). 
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Þroskaðar angafrumur sem ræktaðar voru án fitusýra seyttu meira af IL-10 en óþroskaðar 

angafrumur. Angafrumur sem ræktaðar voru með EPA seyttu svipuðu magni af IL-10 fyrir og 

eftir þroskun (mynd 23).  
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Í frumufloti óþroskaðra angafruma mældist styrkur IL-6 töluvert hærri en hjá þroskuðum 

angafrumum hvort sem þær höfðu verið ræktaðar með eða án EPA (mynd 24). 
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Mynd 24. Niðurstöður fyrir mælingu á IL-6 í frumufl oti með ELISA samloku aðferð. Styrkur á  IL-6 
(pg/ml) í frumufloti óþroskaðra angafruma og þroskaðra angafruma (sem höfðu verið ræktaðar með eða 
án EPA). 

 

Mynd 25. Niðurstöður fyrir mælingu á IL-12 í frumuf loti með ELISA samloku aðferð. Styrkur á  IL-
12 (pg/ml) í frumufloti eftir ræktun angafruma (sem höfðu verið ræktaðar með eða án EPA) með CD40L+ 

CHO frumum í þremur hlutföllum (sjá töflu 2).  
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Samræktun HLA-DR+ angafruma og CD40L+ CHO fruma 

Boðefnaframleiðsla í frumufloti angafruma sem höfðu verið ræktaðar með eða án EPA var 

mæld eftir samræktun HLA-DR+ angafruma með CD40L+ CHO frumum (dagur 10). Þrír 

styrkir voru notaðir af angafrumum (sjá töflu 2).  

Í samrækt með CD40L+ CHO frumum jókst styrkur IL-12p40 með hækkandi styrk angafruma 

þar sem angafrumurnar höfðu verið ræktaðar með EPA, en ekki þar sem angafrumurnar 

höfðu verið ræktaðar án fitusýra (mynd 25). 
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Mynd 26. Niðurstöður fyrir mælingu á IL-10 í frumuf loti með ELISA samloku aðferð. Styrkur á  IL-
10 (pg/ml) í frumufloti eftir ræktun angafruma (sem höfðu verið ræktaðar með eða án EPA) með CD40L+ 

CHO frumum í þremur hlutföllum (sjá töflu 2). 

Mynd 27. Niðurstöður fyrir mælingu á IL-6 í frumufl oti með ELISA samloku aðferð. Styrkur á  IL-6 
(pg/ml) í frumufloti eftir ræktun angafruma (sem höfðu verið með eða án EPA) með CD40L+ CHO 
frumum í þremur hlutföllum (sjá töflu 2).  

Lágur IL-10 styrkur mældist í öllum samræktum angafruma með CD40L+ CHO frumum. 

Lítilleg hækkun mældist þar sem hæsti styrkur angafruma var í samræktinni hjá angafrumum 

sem voru ræktaðar með EPA en án tölfræðilegrar marktækni (mynd 26). 
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Styrkur á IL-6 jókst með auknum styrk angafruma í samræktun með CD40L+ CHO frumum 

hjá angafrumum sem höfðu verið ræktaðar með eða án EPA. Tilhneiging var til aukinnar 

seytunar á IL-6 hjá angafrumum sem höfðu verið ræktaðar með EPA miðað við þær sem 

höfðu verið ræktaðar án fitusýra en sá munur var ekki tölfræðilega marktækur (mynd 27). 
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UMRÆÐA 

Angafrumur sinna mjög mikilvægu hlutverki við ræsingu ónæmissvars. Rannsóknir á áhrifum 

n-3 fitusýra á angafrumur hafa gefið til kynna að þær geti leitt til minni tjáningar á 

yfirborðssameindum og breytinga í boðefnaframleiðslu (Zeyda et al., 2005; Wang et al., 

2007). Fyrri niðurstöður rannsóknahópsins hafa leitt í ljós að þroskaðar angafrumur sem 

ræktaðar voru með EPA síðasta sólarhringinn í sérhæfingu mónócýta yfir í angafrumur hafa 

svipgerð sem líkist þeirri sem sést hjá óþroskuðum angafrumum og að þær seyta minna af 

boðefnunum IL-10 og IL-12 miðað við þroskaðar angafrumur sem voru ræktaðar án fitusýra 

eða með ómega-6 fitusýrunni AA (Stefánsdóttir et al., 2009). Þessar niðurstöður benda til 

þess að angafrumur sem hafa verið ræktaðar með EPA séu líklegri til að vera verri 

sýnifrumur og því vanhæfari til að ræsa T frumur. Það reyndist hins vegar ekki vera svo; 

angafrumur sem höfðu verið ræktaðar með EPA voru jafn virkar og angafrumur ræktaðar 

með AA eða án fitusýra við að ræsa T frumur og virtust sveigja ónæmissvarið í Th1 eða Th17 

átt (Stefánsdóttir et al., 2009). Í þessu verkefni var könnuð sú tilgáta að þrátt fyrir að lægra 

hlutfall angafruma sem voru ræktaðar með EPA fyrir þroskun tjáðu ræsisameindir 

nauðsynlegar fyrir ræsingu T fruma og seyttu minna af boðefnum nauðsynlegum til ræsingar 

T fruma væru þær angafrumur sem næðu að þroskast jafn öflugar og þroskaðar angafrumur 

sem höfðu verið ræktaðar með AA eða án fitusýra fyrir þroskun.  

Áhrif CD40L ræsingar á tjáningu yfirborðssameinda 

Í þessu verkefni var notað angafrumulíkan sem búið var að setja upp af rannsóknarhópnum. 

Þetta líkan byggir á einangrun mónócýta frá öðrum einkjarna frumum úr blóði með því að 

nota mótefni gegn CD14 en CD14 sameindin er viðtaki sem er aðeins tjáður af makrófögum 

og mónócýtum en ekki eitilfrumum (Murphy et al., 2008). Fjöldi mónócýta sem tjáðu CD14 

var 89,2% sem gefur til kynna að einangrun þeirra úr einkjarna frumulaginu á frumudegi 0 

hafi heppnast vel. Í þessari tilraun var CD14 tjáning á neikvætt völdum frumum ekki mæld en 

fyrri niðurstöður rannsóknahópsins hafa sýnt að CD14 jákvæðar frumur er mjög lítill hluti 

fruma í neikvætt valda frumuhópnum (Freysdóttir et al., óbirtar niðurstöður). Hlutfall CD14 

jákvæðra fruma og meðaltjáning á CD14 minnkaði til muna við sérhæfingu mónócýtanna yfir 

í óþroskaðar angafrumur, sem staðfestir að framgangur sérhæfingar mónócýta yfir í 

óþroskaðar angafrumur hafi tekist sem skyldi. Við sérhæfingu yfir í óþroskaðar angafrumur 

minnkaði einnig hlutfall fruma sem tjáðu CD86 en meðalflúrljómun jókst. CD86 er önnur af 
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B7 hjálparsameindunum sem angafrumur tjá og binst hún CD28 á T frumum og aðstoðar við 

ræsingu þeirra (Murphy et al., 2008). Fyrri niðurstöður Freysdóttur og félaga hafa sýnt að 

bæði hlutfall CD86 jákvæðra fruma og meðaltalstjáning á CD86 per frumu eykst við þroskun 

angafrumanna (Freysdóttir et al., óbirtar niðurstöður) en ekki var mögulegt að mæla þessar 

sameindir á þroskuðum angafrumum í þessari rannsókn. Við sérhæfingu yfir í óþroskaðar 

angafrumur varð óveruleg hækkun á hlutfalli HLA-DR jákvæðra fruma en magn tjáðra 

sameinda hverrar frumu jókst töluvert. HLA-DR er undirflokkur MHC II sameinda en tjáning 

þeirra eykst hjá angafrumum við þroskun (Murphy et al., 2008) og sýndu fyrri niðurstöður 

Freysdóttur og félaga að bæði hlutfall jákvæðra fruma og meðaltalstjáning HLA-DR eykst 

við þroskun angafrumanna (Freysdóttir et al., óbirtar niðurstöður). Aðeins lítill hluti 

mónócýta tjáði flakkboðaviðtakann CD197 (CCR7) og í litlu magni. Þessi viðtaki dregur 

þroskaðar angafrumur í nærliggjandi eitil þar sem þær geta ræst óreyndar T frumum, en 

tjáning hans eykst við þroskun angafruma (O'Neill et al., 2004; Thomas et al., 2009). Hlutfall 

CD197 jákvæðra fruma minnkaði við sérhæfingu yfir í óþroskaðar angafrumur en 

meðaltjáning hverrar frumu jókst lítillega. Fyrri niðurstöður Freysdóttur og félaga sýndu hins 

vegar að bæði hlutfall jákvæðra fruma og meðaltalstjáning jókst við þroskun angafrumanna 

(Freysdóttir et al., óbirtar niðurstöður). Tjáning á viðloðunarsameindinni CD209 (DC-SIGN) 

sem angafrumur nota til að binda ICAM-3 á óreyndum T frumum (Murphy et al., 2008) jókst 

til muna við sérhæfingu yfir í óþroskaðar angafrumur og einnig jóskt meðaltalstjáning á 

CD209 per frumu. Fyrri niðurstöður Freysdóttur og félaga sýndu að bæði hlutfall jákvæðra 

fruma og meðaltalstjáning jókst við þroskun angafrumanna (Freysdóttir et al., óbirtar 

niðurstöður).  

Eftir einangrun HLA-DR+ fruma var hlutfall þeirra í jákvætt valda frumuhópnum rúmlega 

70% sem bendir til þess að einangrun þeirra hafi ekki verið fullkomin en var þó talin 

nægjanleg. Hlutfall HLA-DR+ fruma í neikvætt valda frumuhópnum var um 50% þannig að 

heimtur HLA-DR+ fruma í einangruninni voru ekki mjög góðar. Þrátt fyrir hátt hlutfall HLA-

DR+ fruma í neikvætt valda frumuhópnum var meðalflúrljómun þeirra fruma töluvert minni 

en hjá HLA-DR+ frumum í jákvætt valda hópnum og virðast þær frumur því minna þroskaðar 

en þær HLA-DR+ frumur sem voru í jákvætt valda hópnum. Í báðum hópum var aukið 

hlutfall fruma sem tjáðu CD86 miðað við óþroskaðar angafrumur og virtust frumurnar því 

hafa náð að verða að þroskuðum angafrumum.  
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HLA-DR+ angafrumur voru ræktaðar með CD40L+ CHO frumum til að líkja eftir ræsingu 

angafrumanna með T frumum í gegnum CD40L (Al-Bader et al., 2004; MacDonald et al., 

2007). CD40L sameindin er tjáð af T frumum og við ræsingu binst hún CD40 sameindinni á 

angafrumum sem viðheldur hjálparboðum og keyrir áfram það ónæmissvar sem kallað var 

eftir. Auk þess fá angafrumurnar einnig boð til baka um að viðhalda boðefnaframleiðslu sinni 

(Murphy et al., 2008). Niðurstöður mælinga á tjáningu yfirborðssameindanna CD86, HLA-

DR, CD197 og CD209 leiddu í ljós að meðaltalsflúrljómun virtist aukast með auknum styrk 

angafrumanna í samræktinni sem bendir til þess að CD40L sameindin á CHO frumunum hafi 

verið að ræsa þær. Hlutfall fruma sem tjáðu yfirborðssameindirnar fjórar jókst líka með 

auknum styrk angafrumna í samræktinni. Þó ekki sé hægt að fullyrða um áhrif EPA vegna 

þess að aðeins var hægt að nota niðurstöður úr tveimur tilraunum, virtist minna hlutfall 

angafruma sem höfðu verið ræktaðar með EPA fyrir þroskun tjá HLA-DR og CD197 miðað 

við angafrumur sem voru ræktaðar án fitusýra. Það bendir til þess að þótt þessar angafrumur 

hafi haft sama hlutfall og meðaltjáningu á HLA-DR á degi 9 þegar þær voru settar í rækt með 

CD40L+ CHO frumunum þá hafi þær áfram tilhneigingu til óþroskaðrar svipgerðar. Það er 

því ólíklegt að fullgild áhrif þroskaðra angafruma sem höfðu verið ræktaðar með EPA við 

ræsingu T fruma sé vegna þess að óþroskuð svipgerð þeirri breytist yfir í þroskaða svipgerð. 

Áhrif CD40L ræsingar á seytingu boðefna 

Þrátt fyrir að ekki væri hægt að meta þroskun angafrumanna með mælingum á 

yfirborðsameindum var unnt að meta þroskun þeirra með því að mæla boðefnaseytun þeirra. 

Við þroskun angafruma fjór- til fimmfaldaðist seyting á IL-12p40 sem bendir til að 

angafrumurnar hafi þroskast og kalli eftir Th1 sérhæfingu T frumanna. Ekki virtist vera 

munur á IL-12p40 seytingu hjá angafrumum sem höfðu verið ræktaðar með eða án EPA. 

Styrkur IL-10 mældist töluverður hjá óþroskuðum angafrumum og jókst bara hjá þroskuðum 

angafrumum sem höfðu verið ræktaðar án fitusýra, sem er í samræmi við niðurstöður annarra 

t.a.m. Stefánsdóttir og félaga (Stefánsdóttir et al., 2009). Mögulega gæti EPA því verið að 

hamla seytun þroskaðra angafruma á IL-10, þó hafa beri í huga að munurinn milli seytunar 

angafrumna sem höfðu verið ræktaðar með eða án EPA var ekki tölfræðilega marktækur. 

Óþroskaðar angafrumur seyttu meira af IL-6 en þær þroskuðu en enginn munur var á seytingu 

IL-6 hjá angafrumum sem höfðu verið ræktaðar með eða án EPA en þær niðurstöður eru ekki 

samræmi við niðurstöður Stefánsdóttir og félaga (2009) sem mældu hærri styrk IL-6 hjá 

angafrumum sem ræktaðar höfðu verið með EPA en hjá þeim sem ræktaðar höfðu verið með 
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AA eða án fitusýra. IL-6 er seytt af angafrumum í miklu magni strax í upphafi sýkinga ásamt 

TGF-β þegar kallað er eftir sérhæfingu T fruma í Th17 svar í músum en ekki er vitað hvaða 

boðefni þarf með IL-6 í mönnum (Murphy et al., 2008).  

Angafrumur sem höfðu verið ræktaðar án fitusýra seyttu litlu af IL-12p40 í samrækt með 

CD40L+ CHO frumum í öllum þremur angafrumustyrkjum. Hins vegar seyttu angafrumur 

sem höfðu verið ræktaðar með EPA töluvert töluvert meira af IL-12p40 í tveimur hærri 

angafrumustyrkjunum. Þetta gefur vísbendingu um að þær angafrumur sem höfðu verið 

ræktaðar með EPA og náð að þroskast yfir í HLA-DR jákvæðar þroskaðar angafrumur hafi 

aukna getu til að seyta IL-12p40 og um leið til að ræsa Th1 ónæmissvar. Meira IL-6 mældist 

með hækkandi styrk angafruma í samræktun, bæði hjá angafrumum sem höfðu verið ræktaðar 

með EPA og hjá angafrumum sem höfðu verið ræktaðar án EPA. Angafrumur sem höfðu 

verið ræktaðar með EPA seyttu meira af IL-6 en þær sem höfðu verið ræktaðar án fitusýra en 

munurinn var ekki tölfræðilega marktækur. Þetta gæti verið vísbending um að ræktun HLA-

DR jákvæðra angafruma með EPA fyrir þroskun þeirra geti aukið seytingu á IL-6 sem gæti 

verið hjálparþáttur í sérhæfingu Th17 ónæmissvars.  

Samantekt 

Ræktun angafruma með EPA fyrir sérhæfingu þeirra virtist ekki hafa áhrif á sérhæfingu 

þeirra en erfitt er að meta áhrif EPA á þroskun  þar sem í þessari rannsókn var aðeins hægt að 

meta það útfrá tjáningu þeirra á CD86 og HLA-DR eftir einangrun á degi 9. Niðurstöður 

Stefánsdóttur og félaga (2009) og Wang og félaga (2007) hafa sýnt minni tjáningu m.a. á 

CD86 og HLA-DR hjá þroskuðum angafrumum sem ræktaðar höfðu verið með EPA miðað 

við þær sem ræktaðar voru án eða með öðrum fitusýrum. Vegna fárra mælinga á IL-12p40 

styrk hjá þroskuðum angafrumum var ekki hægt að draga ályktanir af þeim niðurstöðum.  

Við ræsingu með CD40L var tilhneigingu til minnkunar í hlutfalli fruma sem tjá HLA-DR og 

CD197 hjá angafrumum sem höfðu verið ræktaðar með EPA. Hins vegar benda niðurstöður á 

boðefnaframleiðslu til þess að þessar frumur hafi tilhneigingu til aukinnar getu til að seyta IL-

12p40 og um leið aukna getu til að ræsa Th1 ónæmissvar. Eins sýna þær tilhneigingu til 

aukinnar getu til að seyta IL-6 sem gæti verið hjálparþáttur í sérhæfingu Th17 ónæmissvars. 

Þegar þessar niðurstöður er bornar saman við niðurstöður Stefánsdóttur og félaga 

(Stefánsdóttir et al., 2009) verður að teljast ólíklegt að áhrif þessara angafruma á ræsingu T 
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fruma sé út af því að óþroskuð svipgerð þeirra breytist yfir í þroskaða heldur frekar vegna 

aukinnar seytunar á boðefnunum IL12p40 og IL-6. 

Ýmsar takmarkanir voru við framkvæmd þessarar rannsóknar. Hafa þarf í huga að í þessari 

rannsókn takmarkaði fjöldi tilrauna mjög tölfræðilegan útreikning og marktækni niðurstaðna 

og væri eftirsóknarvert að geta framkvæmt fleiri tilraunir til að fá betri og hugsanlega 

marktækar niðurstöður. Einangrun HLA-DR jákvæðra angafruma tókst ekki mjög vel en 

möguleiki er á að einangrunarkerfið hafi ekki ráðið við að hreinsa allar jákvæðu frumurnar 

vegna þess hve stór hluti þeirra var jákvæður. Frumumagn reyndist ekki nægt svo hægt væri 

að mæla tjáningu fleiri sameinda hjá þroskuðum angafrumum en það hefði gefið skýrari 

mynd af þroskun angafruma og áhrifum EPA þar á. Þá er ljóst að ekki er hægt að fullyrða að 

um mælingu á IL-12 sé að ræða þegar verið er að mæla boðefnakeðjuna IL-12p40 þar sem 

henni er deilt með IL-23 boðefninu. Duoset til mælinga á IL-23 eru ennþá ekki fáanleg en 

mæling á IL-23 og IL-12p70 (bara IL-12) myndi geta leitt það sanna í ljós.  

Ályktanir 

HLA-DR+ þroskaðar angafrumur sem höfðu verið ræktaðar með EPA sýndu aukna seytun á 

IL-12p40 og IL-6 við ræsingu með CD40L sem gefur vísbendingu um aukna getu til ræsingar 

á T frumum og stjórnun á sérhæfingu þeirra yfir í Th1 og/eða Th17 ónæmissvar. Þetta bendir 

til þess að tilgátan sem sett var fram um að þrátt fyrir að HLA-DR+ þroskaðar angafrumur 

sem höfðu verið ræktaðar með EPA séu færri en HLA-DR+ þroskaðar angafrumur sem höfðu 

verið ræktaðar án EPA þá séu þær sem ná að verða jákvæðar jafn öflugar við ræsingu 

óreyndra T fruma sé sönn.  
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