/fEttlaeg einstofna motefnahaekkun og aexli af B

eitilfrumuuppruna

Afbrigdi i kimst6o?

Soley Valgeirsdaottir

Ritgerd til meistaragradu
Haskali Islands
Laeknadeild
Namsleid i lif- og leeknavisindum
Heilbrigdisvisindasvid
SI
e\@“ 74,,\’
N) -
SV YC
2. I
2ETS
/9I$®3"\

HASKOLI iISLANDS



Fttleeg einstofna motefnahaekkun og aexli af B eitilfr umuuppruna
Afbrigdi i kimstdd?

Soley Valgeirsdattir

Ritgerd til meistaragradu i lif- og leeknavisindum
Umsjénarkennari: Helga M. Ogmundsdaéttir

Meistaranamsnefnd: Hekla Sigmundsdéttir, HIif Steingrimsdottir

Leeknadeild
Namsleid i lif- og leeknavisindum
Heilbrigdisvisindasvid Haskéla islands

Juni 2011






Familial monoclonal gammopathies and B cell derived
malignancies

Abnormalities in the germinal centre?

Soéley Valgeirsdottir

Thesis for the degree of Master of Science
Supervisor: Helga M. Ogmundsdottir

Masters committee: Hekla Sigmundsdottir, HIif Steingrimsdattir

Faculty of Medicine
Program in Biomedical Sciences
School of Health Sciences

June 2011



Ritgerd pessi er til meistaragradu i lif- og leeknavisindum og er 6heimilt ad afrita

ritgerdina a nokkurn hatt nema med leyfi rétthafa.

© Sdley Valgeirsdottir 2011

Prentun: Haskolaprent

Reykjavik, island 2011



Agrip
Kimstédvar eru sveedi i eitilvef par sem virkjadar B eitilfrumur ganga i gegnum frumufjolgun,
saekniproskun og flokkaskipti og sérhaefast i plasma- eda minnisfrumur. Talid er ad aexlisvoxtur af B
eitifrumuuppruna eigi reetur ad rekja til mistaka eda afbrigéa i B frumuvidbragdinu i kimstéd pegar
fruman leyfir genadstédugleika til skamms tima. Einstofna métefnahaekkun (monoclonal gammopathy)
er deemi um slikan sjukdom sem einkennist af tilvist einstofna métefnis og endurspeglar gédkynja eda
illkynja fjélgun B eitilfrumna af sama stofni. A undanférnum fimm aratugum hefur um 130 fjélskyldum
verid lyst med eettleega tilhneigingu til einstofna maétefnahaekkunar og par af eru atta islenskar
fiolskyldur. I fjorum pessara islensku fijdlskyldna hafa samtals fundist tolf heilbrigdir fjdlskyldumedlimir
sem hafa ofursvarandi B frumur med aukna matefnaframleidslu eftir 6rvun. Pessir einstaklingar kallast

ofursvarar.

bPessi rannsokn skiptist i tvo hluta; adferdarprbun og kimstodvarreekt. Markmio
aoferdarpréunarinnar var ad kanna mun a frumufjélda med notkun ferskra og frystra syna og ad proa
aoferdir til ad einangra RNA og DNA ur B eitilfrumum. Adalmarkmid rannsoknarinnar var ad kanna

hvort B eitilfrumur ofursvara syndu afbrigdi i innri og ytri svipgerd i kimstédvarvidbragdi.

Gerdur var samanburdur a ferskum og frystum einkjarna blédfrumusynum Ur sjalfbodalioum til pess
ad kanna mun a frumufjélda. Nokkrar adferdir voru préfadar vid einangrun a RNA ar érvudum og
66rvudum frumum og einangrun a DNA Ur 66rvudum frumum og raudkornapykkni, til pess ad fa sem
mest magn af hreinu RNA/DNA Gr sem minnstum fjdlda B frumna. [ adalrannsokninni &
kimstédvarhvarfinu toku ellefu ofursvarar patt asamt skyldum og dskyldum vidmidum af sama aldri og
kyni. B frumur voru einangradar og préfadar i reektunarlikani sem likir eftir lifedlisfaedilegum adsteedum
kimstodvar og raektadar i prjar vikur. | lok hverrar viku var tekid syni og gerd moétefnalitun gegn
akvednum yfirbordsvidtokum og umritunarpattum sem tengjast proskaferli i kimstéd og tjaning peirra

skodud i frumufleedisja.

Fleiri B eitilfrumur fengust pegar notast var vid fersk einkjarna blédfrumusyni en fryst syni. Til ad fa
sem mest magn af heildar RNA reyndist best ad geyma frumurnar i RNAlater og einangra svo med
RNeasy Mini Kit. Mest magn af hreinu DNA ar B eitilfrumum og raudkornapykkni fékkst med QlAamp
Mini Kit einangrun. Kimstodvarlikanid reyndist endurspegla mjog vel raunverulegt kimstodvarsvar B
eitiifrumna. Ofursvarar syndu engin afbrigdi i tjaningu yfirbordsvidtakanna CD86, CD95, CD38, CD27,
CD70 og CD32 samanborid vid vidmid. Tjaning BCL-6 og BLIMP1 var mjég breytileg i
kimstédvarreektum sem ma skyra vegna tilviljunarkenndrar tjdningar umritunarpatta. Ofursvarar syndu
haerra BLIMP1/BCL-6 hlutfall i kimstddvarvidbragdinu samanborid vid viomid. bad gefur til kynna ad
frumur ofursvara séu talsvert liklegri til ad sérhaefast i plasmafrumur en frumur vidmida og geeti verio

hluti af breytingum sem svo leida til einstofna motefnahaskkunar.



Abstract

Germinal centres are structures in lymphoid tissues where activated B lymphocytes go through
proliferation, affinity maturation and class switch recombination and differentiate into plasma or
memory B cells. It is believed that tumour growth of B cell origin can be traced to mistakes or
abnormalities in the B cell response in germinal centres when the cell allows short term genetic
instability. Monoclonal gammopathy is an example of such a disease, characterized by the presence
of monoclonal antibody, reflecting benign or malignant expansion of a single clone of B cell. About 130
families with multiple cases of monoclonal gammopathies have been described, of which eight are
Icelandic. In four of these Icelandic families, a total of twelve healthy family members have been found
to have hyper-responding B cells with increased antibody production after stimulation. These

individuals are called hyper-responders.

This study was divided into two parts; methods development and germinal centre culture. The aim of
the methods development was to compare the cell count of fresh and frozen samples and to develop
suitable methods for the isolation of RNA and DNA from B cells. The main aim of this study was to
analyze whether B cells from hyper-responders showed aberrations in internal and external phenotype

in the germinal centre response.

Samples of fresh and frozen mononuclear cells from volunteers were compared to evaluate the cell
count. Several methods were compared to see which one gave the highest amount of pure RNA from
a minimal number of stimulated and unstimulated B cells, and which one gave the highest number of
pure DNA from a minimal number of unstimulated B cells and granulocytes. For the main study of the
germinal centre reaction samples were collected from eleven hyper-responders and age- and gender-
matched controls. B cells were isolated and tested in a culture model that mimics biological conditions
of the germinal centre, and cultured for three weeks. At the end of each week a sample was removed
and the cells stained with antibodies against specific surface receptors and transcription factors

related to the development in the germinal centre, and their expression analyzed by flow cytometry.

Fresh samples gave higher B cell counts than frozen samples. The highest amount of pure RNA
was obtained when the B cells were stored in RNAlater and isolated with RNeasy Mini Kit but the
highest amount of pure DNA from unstimulated B cells or granulocytes was obtained with use of
QIlAamp Mini Kit isolation. The culture model reflected well expected events in the germinal centre
reaction. Samples from hyper-responders showed no differences from control samples in expression
of the surface receptors CD86, CD95, CD38, CD27, CD70 and CD32. Expression of BCL-6 and
BLIMP1 was highly variable in the germinal centre cultures which can be explained by the stochastic
expression of transcription factors. Hyper-responders showed significantly different behavior of the
relative expression of BLIMP1 and BCL6 from controls. This indicates that cells from hyper responders
are considerably more likely to differentiate into plasma cells than cells from controls and might be a

part of alterations that lead to monoclonal gammopathies.



pakkir

Verklegur hluti pessarar rannsoknar for fram a RannsoOknastofu i Blédmeinafreedi & Landspitala

Haskolasjukrahlsi og i Laeknagardi Haskola islands. Verkefnid var styrkt af RANNIS.

Eg vid byrja & ad pakka leidbeinanda minum, Helgu Margréti Ogmundsdéttur, fyrir samstarfid i
pessu verkefni. HUn hvatti mig 4fram med gédum radum og jakveedu vidhorfi og kom mér margoft til
bjargar pegar ég sa engar lausnir vid vandamalum sem upp komu. Einnig vil pakka henni fyrir ad gefa

sér alltaf tima fyrir mig, nanast & hvada tima solarhringsins, og fyrir itarlegan lestur pessarar ritgerdar.
Einnig vil ég pakka meistaranefndinni minni:
HIif Steingrimsdottir faer pakkir fyrir ad midla kliniskri pekkingu sinni og hjalpa mér pannig ad tengja
efnid vid raunveruleikann. Sérstakar pakkir feer han fyrir 6fda fundi par sem han var alltaf tilbdin ad

sokkva sér i djupar peelingar rannséknarefnisins og fyrir itarlegan lestur pessarar ritgerdar.

Hekla Sigmundsdattir faer pakkir fyrir dmetanlegar radleggingar og hjalpsemi, og sérstaklega langar

mig ad pakka henni fyrir alla adstodina vid frumuflaedisja og greiningu gagna.

Eftirtalid folk a pakkir skildar:

Elisabet Kristbergsdoéttir og annad samstarfsfélk a Rannsoknarstofu i Blédmeinafraedi fyrir
hjalpsemi, g6d rad og sidast en ekki sist einstaklega gédan félagsskap langa vinnudaga a

rannsoknarstofunni.

Vilhelminu Haraldsdottur pakka ég god rad og fyrir ad gleyma ekki ad stundum purfa

meistaranemar ad fa fri
Skuli Magnusson fyrir séfnun blédsyna fra fjdlskyldumedlimum og vidmidum

Kristin Bergsteinsdéttir og annad starfsfélk i Laeknagardi fyrir 6metanlega hjalp vid adferdapréun

RNA og DNA einangrunar
Gardar Myrdal og Filippia Pdra Gudbrandsdéttir fyrir adstod vid gamma-geislun & CHO frumum.
Olafur Eysteinn Sigurjonsson og annad starfsfolk Blodbankans fyrir adstod vid RNA einangrun
Gunnar Stefansson fyrir tolfreediadstod

Freda Stevenson fra Haskélanum i Southhampton fyrir CHO-CD40L frumurnar sem gegndu

lykilhlutverki i kimstdédvarlikaninu og pvi pessu verkefni.
Freyja Eiriksdéttir og Sigridur Valgeirsdottir i Nimblegen fyrir adstod vid RNA einangrun.
Keerasti og fjélskylda fyrir einstaka polinmaedi i minn gard & medan verkefninu st6d.

Sidast en ekki sist langar mig ad pakka blodgjéfum en an peirra pattéku hefdi rannsoknin ekki verid

gerleg.
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1 Inngangur
1.1 Pbroskun B eitilfrumna

B eitilfrumur eru mikilveegur hluti sérhaefda 6naemiskerfisins. Pegar einstaklingur kemst i kynni vid
onaemisvaka pekkja B frumur sértaekt vakaset med énaemisglobalini (Ig). Onaemisglébulin ma annad
hvort finna himnubundid a yfirbordi B frumna (B frumuvidtaki, BCR) eda sem métefni. (Schroeder &
Cavacini, 2010).

1.1.1 Onaemisglébulin (Ig, immunoglobulin)

Onaemisglobulin eru gerd Gr tveimur sams konar pungum kedjum sem segja til um virkni, og tveimur
sams konar léttum kedjum af gerdinni k eda A. Badar Iéttu kedjur 6naemisglobulins hafa eitt breytilegt
(variable, V) og eitt fast (constant, C) svaedi. bungu kedjurnar hafa eitt breytilegt sveedi en 3-4 fost
svaedi eftir gerd dnaemisglobulins. Breytilega svaedid hefur sérteekt bindiset fyrir vaka en fasta sveedid

segir til um hlutverk og starfsemi 6neemisglébulinsins (Schroeder & Cavacini, 2010).

Breytilegi hluti pungu kedjunnar er gerdur ar premur adskildum genabutum en su létta ar tveimum.
Fyrir umritun er pessum genabUtum radad saman tilviljunarkennt svo Gr verdur samfelld genaafurd.
Med pessari endurrédun auk punktbreytinga pegar butarnir eru settir saman fast i kringum 10°
mismunandi métefni sem B frumur geta myndad. pessi gifurlega fjélbreytni gerir einstaklingum kleift
ao takast a vid sykingar af 6likum toga (Murphy et al., 2008).

Til eru fimm gerdir éneemisglébulina: 1gG, IgA, IgM, IgD og IgE, sem allar hafa mismunandi
hlutverk i likamanum (sja mynd 1). Moétefni af IgG gerd er yfirleitt einlida, IgA tvilida i seyti en einlida i

sermi og IgM fimmlida (Murphy et al., 2008).

IgG IgA

Mynd 1. Fimm gerdir moétefna.
(Murphy et al., 2008)

Métefni vernda a prennan hatt. Hlutleysing hindrar bindingu sykils vid frumu eda afeitrar syklaeitur,
i athaoun er sykill hudadur med moétefni og pvi gleyptur hradar af atfrumum og komplementraesing

veldur pvi ad métefnahtidadur sykill raesir komplementkerfid (Murphy et al., 2008).

B fruma a langt proskaferli fyrir hdndum adur en hdn verdur ad motefnaseytandi frumu en proskun

hennar skiptist i vakahad og vakadhad stig (Maddaly et al., 2010).
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1.1.2 Vakadhad proskun B frumna

Vakaohad proskun B frumna Ut fra bl6dmyndandi stofnfrumum (common lymphoid progenitor, CLP) a

sér stad i beinmerg og fer fram i nokkrum skrefum (sja mynd 2) (LeBien & Tedder, 2008).

Fyrri pro Seinni pro Stor pre Sma pre 6b_rosky<)
Slaiiana B fruma B fruma B fruma B fruma B fruma
pre BCR IgM
IN LN LN IN LN
" _ D-J V-DJ VDJ vDJ vDJ vDJ
H-kedju gen Kimlina endurrédun endurrééun endurradad endurradad endurradad endurradad
2 i i i i o s V-J vJ vJ
Likeoju gen ke Kimlina Vinking Kindiln endurrédun endurradad endurradad
H kedja adal-
lega innan
frumu en kedja IgD og IgM 4
YArbords1g | | Exkitil stadar | | Ekkitil stadar | | Ekkitil stadar einnig & innan frumu | | 19M & vAirboroi sﬂ'lrbog:t‘ﬁI
yfirbordi
sem hluti af
pre BCR

Mynd 2. Vaka6had proskaferli B frumna.

B eitilfrumur ganga i gegnum nokkur proskaskref adur en peer verda ad fullproskudum og hringsélandi
frumum sem bera vakavidtaka & yfirbordi. Stor hluti proskaferlisins er endurrédun & genum sem tja
breytilega hluta énaemisglébulina (mynd byggd & Murphy et al., 2008).

Proskunin hefst pegar kviknar a RAG genum (recombinase activating genes) og fruman telst ekki
lengur stofnfruma heldur pro B fruma (fyrri B frumuforveri). A pessu proskaskeidi fer fram endurrédun
a genum sem tja breytilega sveedid & pungu kedju B frumuvidtakans pegar genabutarnir V, D og J eru
settir saman (Vale & Schroeder, 2010). | kjolfarid tjair fruman p-kedju & yfirbordi sinu og fer i gegnum
jakveett val til ad kanna hvort kedjan sé starthaef a frumunni sem nua kallast pre B fruma (seinni B
frumuforveri) (Tussiwand et al., 2009). Uppfylli u-kedjan kréfur um starfheefni er slokkt & RAG genum,
endurrédun a pungu kedjunni er haett og fruman steekkar og fjolgar sér. ba kviknar aftur & RAG genum
og sams konar endurrddun & sér stad fyrir léttu kedju B frumuvidtakans nema nd eru genabutarnir
adeins tveir, V og J. begar endurrédun er lokid a pungu og léttu kedju B frumuvidtakans er fruman
ordin ad 6proskadri B frumu sem tjair IgM & yfirbordi (Vale & Schroeder, 2010). Oproskada B fruman
fer i gegnum neikveett val par sem kannad er hvort vidtakinn bindist eigin sameindum. Komist fruman i
gegn Yfirgefur hin beinmerg og heldur til milta par sem aframhaldandi proskun fer fram. Komist
fruman ekki i gegnum neikvaett val er henni eytt (Tussiwand et al., 2009).

I milta heldur proskun afram og fruman fer i gegnum adra umferd af neikveedu vali &dur en han
proskast ad fullu. Litill hluti af B frumunum gera sig heimakomnar i ,marginal zone* medan flestar
proskast i éreyndar (naive) B frumur sem fara Gt i blédrasina og hringséla milli milta, eitla og
beinmergs i leit ad vaka. bessar oreyndu en proskudu frumur tja baedi IgM og IgD & yfirbordi sinu
(Shapiro-Shelef & Calame, 2005; Tussiwand et al., 2009).
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1.1.3 Vakahad proskun B frumna

Endanlegur proski B frumna er hadur tengingu vid vaka. begar einstaklingur kemst i kynni vid
Opekktan vaka eru ,marginal zone" frumur i milta fyrstu B frumurnar sem taka vid sér (Shapiro-Shelef
& Calame, 2004). Frumurnar fjdlga sér og sérhaefast i skammlifar plasmafrumur sem seyta IgM

motefnum med laga seekni (Shapiro-Shelef & Calame, 2005) (sja mynd 3).

N | |
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Mynd 3. T frumu had og 6had virkjun B eitilfrumna.

B frumur geta proskast i IgM motefnaseytandi plasmafrumur Gt fra fra ,marginal zone" frumum eda
hringsoélandi frumum en peer sidarnefndu eru hadar hjalp fra T frumum. Hluti hringsélandi frumna
ganga i gegnum kimstédvarhvarf og mynda IgG, IgA eda IgE seytandi plasmafrumur (mynd byggo a
Shapiro-Shelef & Calame, 2005).

Naest taka hringsolandi en proskadar B frumur vid sér en 6likt ,marginal zone"* frumum purfa paer
aostoo fra T hjalparfrumum. Eftir ad hafa komist i kynni vid épekktan vaka, brytur B fruman vakann
nidur og synir a vefjaflokkasameind Il (major histocompatibility complex class Il) & yfirbordi sinu. ba
skridur fruman pangad sem B og T frumusvaedi i eitilvef maetast og leitar ad virkjadri T frumu (T{2)
med sérhaefni gegn sama vaka (Gatto & Brink, 2010). Heppnist tengingin vid T frumu virkjast B
fruman, byrjar ad fjélgar sér og myndar pyrpingu (foci) & bran T frumusvaedis i eitilvef. bPessar fjdlgandi
B frumur sérheefast i plasmafrumur sem seyta motefnum med laga saekni, yfirleitt af IgM gerd
(Maddaly et al., 2010). Frumurnar eru skammlifar en gefa dsamt ,marginal zone" frumum hratt og

mikilveegt upphafssvar gegn épekktum syklum (Gatto & Brink, 2010).

Nokkrum dégum eftir ad pyrpingar hafa myndast byrjar hluti B frumna ad skrida til ovirkjadra

eitilbta (primary follicles) asamt nokkrum T hjalparfrumum (Maddaly et al., 2010).
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1.1.4 Kimsttdvarhvarfid (germinal centre reaction)

Hluti virkjadra B frumna feerist til Ovirkjadra eitilbla innan eitilvefs. Pessi bu eru byggd upp af
hringsélandi IgM+IgD B frumum innan um net angafrumna. Virkjudu B frumurnar fjélga sér hratt innan
eitilbda og yta IgM+IgD B frumunum til hlidar svo Ur verdur formgerd sem kallast kimstdd (germinal

centre) en par fer kimstodvarhvarfid fram (Klein & Dalla-Favera, 2008).

1.1.4.1 Bygging kimstodvar
Eftir nokkra daga af kroftugri frumufjélgun kemur einkennandi bygging kimstédvarinnar i ljés sem

skiptist i dékkt og ljést sveedi (sja mynd 4) (Klein & Dalla-Favera, 2008).
Stadur flokkaskipta

Stadur saekniproskunar S
¥ LIl o8B mnnsfn}&
Angafrumeso - ".I

O
Séhating | |

: . Vaki
Onzmis-
globdlin

akavirkjud B fruma

Plazsmafruma

Kimstod

Mynd 4. Bygging kimstodvar.

Kimstod skiptist i dokkt svaedi centréblasta og ljost sveedi centrocyta. A dokka svaedi eiga sér stad
stokkbreytingar (SHM, somatic hyper mutation) seekniproskunar en a lj6sa sveedi fer fram val

e

seekniproskunar, flokkaskipti (CSR, class switch recombination) og sérhaefing i plasma eda
minnisfrumur (mynd byggd a Klein & Dalla-Favera, 2008).

Dokka sveedid inniheldur nanast eingdngu stérar og péttpakkadar B frumur sem kallast
centréblastar (B kimfrumur) og hafa baelda dnaemisglébuilintjAningu & yfirbordi (Gatto & Brink, 2010).
Centdbblastar eru sérstakir fyrir paer sakir ad gen sem tengjast frumufjélgun eru tjad i miklum meeli en

gen sem stjérna skynjun og svari vid DNA skemmdum eru beeld (Klein & Dalla-Favera, 2008).

A lj6sa sveedinu ma finna sméaar B frumur sem skipta sér ekki, dreifdar innan um net angafrumna, T
frumna og stératfrumna (macrophage) (Klein & Dalla-Favera, 2008). bessar frumur kallast centrécytar
(B verkfrumuforverar) og tja 6neemisglobulin & yfirbordi sinu. Flakk (migration) a milli svaeda i kimst6d

er stjornad af flakkbodum sem hafa ahrif a yfirbordsvidtaka & B frumunni (Gatto & Brink, 2010).
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1.1.4.2 Seaekniproskun

Saekniproskun (affinity maturation) er ferli sem fer fram i kimstdd par sem frumur med aukna saekni i
vaka eru valdar til &framhaldandi proskunar og fiélgunar en 6drum eytt. Saekniproskun verdur vegna
stokkbreytinga i erfdamengi centroblasta sem leida til meiri fjolbreytileika a breytilega hluta
onaemisgldbulina (IgV) (Klein & Dalla-Favera, 2008). Hradi pessara stokkbreytinga er gifurlega mikill,
naestum milljon sinnum meiri en tilviljunarkenndur hradi stokkbreytinga i 66rum frumum (Liu & Schatz,
2009). Ensimid AID (activation induced deaminase) veldur aminésviftingu (deamination) sem leidir
adallega til stakra punktbreytinga a IgvV genum en getur einnig falid i sér smaar Urfellingar eda
tvofaldanir (Klein & Dalla-Favera, 2008).

Saekniproskun virdist vera stjornad a tvenna vegu. Annars vegar er val AID genasértaekt og er
adallega beint ad Ig sveedum erfdamengisins. Hins vegar fara fram nakveemar DNA vidgerdir eftir ad
AID hefur valdid broti & DNA peetti. P6tt AID herji adallega a Ig sveedi erfdamengisins hefur pad ahrif
vidar en pau svaedi eru vel varin gegn stdkkbreytingum med nadkveemum DNA vidgerdum. Talid er ad

galli & pessum vidgerdarkerfum geti valdio B frumuaexlum (Liu & Schatz, 2009).

Eftir ad frumur hafa gengid i gegnum stokkbreytingar & dokka sveedi i kimstdd til ad auka
filbreytileika a breytilega hluta 6neemisglébulina, ferdast paer a ljésa sveedid sem centrocytar. bar fer
fram val & peim frumum sem framleida métefni med aukna saekni i tiltekinn vaka en 66rum er eytt med
styrdum frumudauda sem kimstédvarfrumur eru sérstaklega moéttaekilegar fyrir. A ljosa svaedi fara
einnig fram tveir adrir proskunarferlar, flokkaskipti (class switch recombination, CSR) og upphaf

sérhaefingar i minnis- eda plasmafrumur (Klein & Dalla-Favera, 2008).

1.1.4.3 Flokkaskipti

Flokkaskipti eru breyting & énaemisglébulinflokki B frumna, Gr IgD og IgM i 1gG, IgA eda IgE (Klein &
Dalla-Favera, 2008). Med pvi ad skipta fasta hluta métefna Gt fyrir annan aukast likur & ad haegt sé ad
stédva sykingu par sem motefnaflokkar hafa dlika virkni og vefjastadsetningu (Vale & Schroeder,
2010). Flokkaskipti verda vegna endurrédunar & DNA fyrir tilstilli AID sem hvetur til DNA brota (Klein &
Dalla-Favera, 2008). Yfirleitt eru pad bodefni sem hefja flokkaskipti med pvi ad beina AID ad
akvednum marksveedum a erféamenginu (Gatto & Brink, 2010). Flokkaskipti geta bzedi att sér stad
innan og utan kimstédva. Innan kimstodva fara pau fram i kj6lfar seekniproskunar svo paer frumur sem
komast i gegn hafa baedi hda saekni og fjolbreytilega virkni og eru p.a.l. mikilveegar i 6namissvérum
(Klein & Dalla-Favera, 2008).

1.1.4.4 Merki frA T hjalparfrumum

Kimstoédvarhvarfid er had ymsum merkjum fra T frumum (sja mynd 5)
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Mynd 5. Naudsynleg merki kimstédvarhvarfsins koma fra T hjalparfrumum.

T fruma bindst vaka & vefjaflokkasameind Il & yfirbordi B frumu. Vid pad virkjast T fruman og fer ad tja
CD40L sem bindst CD40 vidtaka & B frumunni. | kjolfarid seytir T fruman bodefnum sem bindast
yfirbordsviotékum a B frumunni (mynd byggd a Murphy et al., 2008).

Tenging T og B frumna i gegnum sameiginlegan vaka virkjar T frumu svo han byrjar ad tja CD40L
(CD40 ligand, CD40 bindill, CD154) a yfirbordi sinu. CD40L, sem tilheyrir TNF (tumour-necrosis factor)
storfjolskyldunni, binst CD40, sem er af fjdlskyldu TNF-vidtaka, & B frumunni. bessi tenging CD40 og
CD40L veldur virkjun B frumunnar. Tengingin er jafnframt naudsynleg fyrir kimstédvarhvarfid par sem
han sér B frumunni fyrir lifunarmerkjum &samt pvi ad virkja frumufjdlgun, sérhaefingu og
métefnaframleidsiu (van Kooten & Banchereau, 2000). | kimst6d eru pad T eitilbusfrumur (T follicular
cells) sem sja B frumum fyrir naudsynlegum merkjum en peer er ad finna & ljésa sveedi (Gatto & Brink,
2010).

i kjolfar tengingar CD40 og CD40L byrjar T fruman ad seyta ymsum bodefnum sem naudsynleg eru
fyrir kimstédvarhvarfid. Bodefnin bindast vidtokum & yfirbordi B frumunnar og valda frumufjélgun og
sérhaefingu og leika auk pess lykilhlutverk i ad koma af stad sameindaferlum sem leida til flokkaskipta
(Gatto & Brink, 2010). Helstu bodefni sem T hjalparfrumur seyta fra sér og hafa ahrif & B frumur eru IL-
4 (interleukin-4), IL-5, IL-6, IL-10 og IL-13. Mismunandi T frumur seyta mismunandi bodefnum og geta
pannig styrt B frumusvari i dkvedna att. bannig hvetur IL-10 B frumur til ad sérhaefast i plasmafrumur
og IL-4 hvetur til IgG4 eda IgE flokkaskipta (Vale & Schroeder, 2010). IL-4 er sérstaklega mikilveegt i
kimstédvarhvarfinu par sem pad hvetur til virkjunar og sérheefingar B frumna en seytun pess er
eingdngu bundin vid T frumur i eitilbdum (follicular T cells) (Maddaly et al., 2010; Reinhardt et al.,
2009).

Auk merkja af voldum CD40/CD40L tengingar og bodefna koma einnig mikilveeg merki i gegnum B

frumu vidtaka (BCR, B cell receptor) sem valda sérhaefingu i plasmafrumur (Murphy et al., 2008).

1.1.45 Orlog kimstodvarfrumna
Kimst6d neer hamarkssteerd eftir 10-14 daga en eftir pad hverfur byggingin haegt og rélega, og er

alveg horfin innan nokkura vikna (Klein & Dalla-Favera, 2008).

Centrocytar a ljdsa sveedi i kimstdd hafa prji moéguleg 6rlég. beir geta flakkad aftur til dokka
svaedisins par sem stokkbreytingar & IgV halda afram, peir geta hafid styrdan frumudauda vegna
Ofullneegjandi vidtaka eda skorts a lifunarmerkjum, eda peir geta gengido i gegnum O&afturkraefa
sérhaefingu og yfirgefid kimstéd (Tarlinton, 2006).
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1.1.5 Sérheaefing i plasma- eda minnisfrumur

Kimst6d myndar plasma- og minnisfrumur stédugt allt éneemissvarido og sértaekni eykst eftir pvi
sem lidur a svarid (Radbruch et al., 2006). begar virkjud fruma yfirgefur kimstdd getur han sérhaefst i
B minnisfrumu eda plasmablasta (sja mynd 6). Plasmablastar eru skammlifar, métefnaseytandi frumur
sem vinna hratt i 6neemissvari og geta sérhaefst afram i skammlifar eda langlifar plasmafrumur (van
Laar et al., 2007). beir geta proskast Gt fra 6llum gerdum virkjadra B frumna, p.e. éreyndum, ,marginal
zone*, hringsolandi, kimstédvar- og B minnisfrumum og myndad métefnaseytandi plasmafrumur. Litid
er vitad um nakvaema stjornun sérhaefingar kimstédvarfrumna i plasma- og minnisfrumur (Radbruch et
al., 2006).

Virkjud kimstadvarfruma Langlif plasmafruma
[ i milta eda eitli
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a sykingarstad Styrdur frumudaudi
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Mynd 6. Sérhaefing kimstédvarfrumna.

bpegar virkjud B fruma yfirgefur kimst6d getur hin myndad B minnisfrumu eda plasmablasta.
Plasmablasti getur annad hvort sérhaefst i skammlifa métefnaseytandi plasmafrumu eda proskast i
langlifa plasmafrumu & sykingarstad, i milta, eitli eda beinmerg (mynd byggd & Radbruch et al., 2006).

1.1.5.1 Skammlifar plasmafrumur

Plasmafrumur eru hringsélandi, sérhaeféar verkfrumur sem sja alfarid um métefnaframleidsiu
Onaemiskerfisins og skipta sér ekki. baer plasmafrumur sem hafa gengio i gegnum kimstédvarhvarfid
seyta gifurlega miklu magni vakasérteekra métefna hratt og 6rugglega og eru pvi naudsynlegar fyrir
skilvirkt éneemissvar (Shapiro-Shelef & Calame, 2004). bekkja ma plasmafrumur af spordskjulaga
byggingu og rikulegu frymisneti. bessar frumur hafa misst marga eiginleika sem tengjast B frumum, t.d
tjd peer ekki lengur Ig og vefjaflokkasameind Il & yfirbordi sinu og geta pvi ekki brugdist vid frekara
vakaareiti og endurérvast (Chen-Kiang, 2005). Sérhaefing plasmafrumna a sér stad pegar virkjadar B
frumur yfirgefa kimst6d sem plasmablastar en litid er vitad um hvad veldur pessari sérheefingu (Klein &
Dalla-Favera, 2008).
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Ofgakennd framleidsla métefna veldur alagi a frymisnetid sem leidir til styrds frumudauda. bess

vegna eru langflestar plasmafrumur skammlifar en pé ekki allar (Radbruch et al., 2006).

1.1.5.2 Langlifar plasmafrumur
bPegar 6namissvari lykur er hluti plasmafrumna enn til stadar i likamanum. bessar frumur nefnast
langlifar plasmafrumur og eru hluti af 6neemisminni sem tryggir hréd og skilvirk vidbrégo

6naemiskerfisins vid endurkomu vaka. (Radbruch et al., 2006).

Langlifar plasmafrumur proskast at fra plasmablostum og bera pess merki ad hafa gengid i
gegnum kimstddvarhvarf par sem peer seyta flokkaskiptum moétefnum med mikla saekni. Eftir virkjun i
kimstdd flakka hringsolandi plasmablastar, fyrir tilstudlan flakkboda, vidlodunarsameinda og sykra, &
sykingarstag, til eitla, milta eda beinmergs og sérhaefast par i langlifar plasmafrumur (Radbruch et al.,
2006; Shapiro-Shelef & Calame, 2005). | beinmerg keppa frumurnar um saeti i sérstokum bisvaedum
(survival niches) en pad eru svaedi sem tryggja plasmafrumum réttar umhverfisadstaedur til pess ad lifa
og dafna sem moétefnaseytandi frumur. | busvaedum fa langlifar plasmafrumur merki sem kemur i veg
fyrir frumudauda af voéldum alags & frymisnetid, t.d IL-6, og merki sem styra métefnaseytun (Shapiro-
Shelef & Calame, 2005). Fj6ldi busvaeda er takmarkadur og pvi keppa nylega myndadir plasmablastar
vid paer plasmafrumur sem fyrir eru um seeti i blsveedi. baer frumur sem hafa sérteekan vaka og
akjosanlega peetti sem naudsynlegir eru fyrir sérheefingu i plasmafrumu eru valdar fram yfir adrar
(Radbruch et al., 2006).

Likt og peer skammlifu skipta langlifar plasmafrumur sér ekki. Langlifar plasmafrumur eru abyrgar
fyrir lang steerstum hluta métefna i bl6di pratt fyrir ad vera einungis um 0,1-1% beinmergsfruma sem
finna ma i heilbrigdum einstaklingum (Radbruch et al., 2006; Xiang et al., 2007). Jafnvel pétt moétefni
séu skammlif na langlifar plasmafrumur ad tryggja naegt métefnamagn i blédi 16ngu eftir ad vaki hefur
verid hreinsadur Ut (Shapiro-Shelef & Calame, 2005).

1.1.5.3 B minnisfrumur

Langlifar plasmafrumur eru ekki einu B frumurnar sem taka patt i 6naemisminni. B minnisfrumur eru til
stadar l6ngu eftir vakaaras og hringséla i atvefjum eda mynda pyrpingar i beinmerg og milta (Gatto &
Brink, 2010). B minnisfrumur eru langlifar frumur sem geta brugdist hratt vid enduraras vaka og hafa
lagan virkjunarproskuld. Par sem pessar frumur eru valdar af handahéfi i gegnum allt
kimstodvarhvarfid hafa pser mismikla seekni og moguleika & ad verda fullproskadar og langlifar B
minnisfrumur (Radbruch et al., 2006). Frumur med heerri vakasakni eru liklegri til ad komast af og

taka patt i 6naemisminni (Tarlinton, 2006).

B minnisfrumur seyta ekki motefnum heldur tja Ig-vidtaka med haa saekni a yfirbordi sinu svo pegar
baer komast i kynni vid vaka ad nyju fiélgar peim hratt (Gatto & Brink, 2010). | 6naemissvari helst fjoldi
B minnisfrumna nokkud stédugur. Hins vegar eykst saekni pegar lidur a svarid svo flest bendir til pess
ad eldri minnisfrumum sé skipt Gt fyrir peer nyrri og skilvirkari par sem peer hafa aukid
samkeppnisforskot (Tarlinton, 2006).
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1.2 Svipgerd B eitilfrumna
1.2.1 Yfirbordssameindir

B frumur tjd mismunandi sameindir a yfirbordi sinu sem segja til um astand og virkni frumunnar (sja
toflu 1). Pvi ma nota svipgerdargreiningu til ad skoda hvar i proskaferlinu B fruman er stédd hverju
sinni. Yfirbordssameindir ma einnig nota til ad greina suma 6naemistengda sjukdoma og finna heppileg
medferdarurreedi (Bataille et al., 2006).

Tafla 1. Tjaning yfirbordssameinda og umritunarpatt a i proskaferli B eitilfrumna.

(Arens et al., 2004; Bataille et al., 2006; Engel et al., 1994, Klein et al., 2003; Klein & Dalla-
Favera, 2008; Morbach et al., 2010; Radbruch et al., 2006; Rossi & Gaidano, 2003; Shapiro-
Shelef & Calame, 2005; Vale & Schroeder, 2010; Xiang et al., 2007)

B frumu
forveri

broskud Minnis- Plasma- Langlif

ProB | PreB | Oproskud (naive) Virkjud fruma fruma Plasmafruma

BLIMP1

1.2.1.1 CD19 (cluster of differentiation 19)

CD19 er 95 kDa glykoprotein a yfirbordi B eitilfrumna og hluti af 1g-ofurfjdlskyldunni. Préteinio er tjad a
Ollum proskastigum frumunnar fr& pro B frumu. (Vale & Schroeder, 2010). Tjaning CD19 hja
plasmafrumum er pé litil samanborid vid B frumulinuna (Bataille et al., 2006).

CD19 er hjélparvidtaki sem myndar komplex med CD21, CD81 og Leul3 (Vale & Schroeder,
2010). Vidtakinn laekkar préskuld érvunar pegar um vakahada bindingu vid B frumu er ad reeda og

styrir merkjum sem tengjast virkjun og proska frumunnar (Sato et al., 1995).

Ef tjaning CD19 er ekki til stadar myndast edlilegur fjoldi frumna en paer na ekki ad proskast og
virkjast ad fullu (Vale & Schroeder, 2010). Mergaexlisfrumur (multiple myeloma cells) syna enga
tjaningu & CD19 (Bataille et al., 2006).

1.2.1.2 CD86

CD86 er 80 kDa protein sem tilheyrir Ig-ofurfjélskyldunni, einnig pekktur sem B7-2. Sameindin kemur
fram & yfirbordi virkjadra B frumna snemma i 6ngemissvari pegar fruman er ad raesast (Engel et al.,
1994). Vidtakar a yfirbordi B frumu hvetja til tjaningar CD86 sem svo tengist CD28 & T hjalparfrumu.
Pad veldur merkjum innan B frumunnar sem leida til 6rvunar sem svo veldur frumufidlgun og
sérheefingu (Podojil & Sanders, 2005).
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1213 CD95

CD95, einnig pekktur sem Fas, er 45 kDa yfirbordsvidtaki og hluti af TNF (tumour necrosis factor)
viotakafjolskyldunni (Murphy et al., 2008). Préteinid er tjad & B frumum i undirblningi fyrir styrdan
frumudauda. Binding CD95 bindils vid CD95 veldur prilidun (trimerization) a vidtakanum sem kemur af
stad roo ferla innan frumunnar sem leida til styrds frumudauda (Rossi & Gaidano, 2003). Tjaning
CD95 eykst eftir ad B fruma hefur verid virkjud vegna merkja sem koma fra vakavidtaka og CD40
(Chen-Kiang, 2005).

1214 CD38

CD38 er 45 kD yfirbordssameind sem hefur breytilega tjaningu eftir pvi hvar a proskaferlinu B fruma er
stédd (Murphy et al., 2008). Préteinid kemur fram a yfirbordi pro og pre B frumna, hja 6proskudum
frumum sem hafa yfirgefid beinmerg og a 6reestum en proskudéum B frumum (naive). Tjaning CD38

kemur einnig fram i miklu magni hja plasmafrumum (Morbach et al., 2010; Vale & Schroeder, 2010).

CD38 er heegt ad nota til ad greina alvarleika akvedinna sjukdéma. Sem deemi pa tengist aukin
tjaning hans verri horfum i langvinnu bradahvitbleedi (CLL, chronic lymphocytic leukemia) (Vale &
Schroeder, 2010).

1215 CD27

CD27 er 55 kDa glyképrétein og hluti af TNF vidtakafjélskyldunni. Proteinid er tjad a sumum B frumum
og hefur mikilveegt hlutverk vid stjérnun sérhaefingar og fjdlgunar frumunnar (Agematsu et al., 2000).
Tjaning CD27 er bundin vid kimstddvarfrumur, minnisfrumur og plasmafrumur en paer sidastnefndu

hafa sérstaklega haa tjaningu (Bataille et al., 2006).

Algengt er ad mergeexlisfrumur hafi misst CD27 svipgerd en minnkud tjaning er tengd verri horfum
sjukdémsins (Bataille et al., 2006).

1.216 CD70

CD70 tilheyrir TNF vidtakafjolskyldunni og er vidtaki fyrir CD27. Préteinid er tjad til skamms tima &
yfirbordi virkjadra B frumna og kimstédvarfrumna. Tenging CD70 vid CD27 leidir til hjalparérvunar og

hvetur B frumur til frumufjolgunar og métefnamyndunar (Arens et al., 2004).

Olikt timabundinni CD70 tjaningu sem hefur stranga stjérnun i venjulegum B frumum, er tjaning

stodug i akvednum gerdum af eitilfrumuaexlum og hvitbleedi (Arens et al., 2004).
1.21.7 CD32

CD32 er 40 kDa glykoprotein og Fc-vidtaki sem einnig nefnist FcyRIl (Murphy et al., 2008). B frumur
tja préteinio pegar métefnaframleidsla er komin i gang undir lok éneemissvars. Vidtakinn tengist einnig
vidveru plasmafrumna i beinmerg. CD32 midlar stjérn med neikvaedu afturkasti par sem hann hefur
laga seekni fyrir IgG (Xiang et al., 2007). begar ofgnétt er af métefnum bindast pau pvi CD32 og hindra
aframhaldandi framleidslu frumunnar (Murphy et al., 2008). CD32 er til stadar i mergaexlisfrumum
(Zheng et al., 2006).
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1.2.2 Umritunarpeettir
Umritun genaupplysinga fra DNA i mMRNA fer fram med ensiminu RNA pélymerasa. Umritunarpattur er
prétein sem bindst akvednum DNA rédum og hvetur eda beelir notkun RNA pélymerasans og stjérnar

pannig umritun akvedinna gena (Latchman, 1997).

Merki sem hvetja til sérhaefingar kimstdédvarfrumna i plasma- og minnisfrumur eru litid pekkt. P4
eru nokkrir umritunarpaettir pekktir sem koma vid ségu i sérheefingu plasmafrumna. bar gegna
umritunarbaelarnir BLIMP1, PAX5 og BCL-6 mikilveegu hlutverki (Klein & Dalla-Favera, 2008).

1.2.2.1 BCL-6 (B cell ymphoma 6)
BCL-6 er naudsynlegur fyrir myndun og vidhald kimstodvar. IL-4 og merki gegnum CD40 og B
frumuvidtaka hvetja til BCL-6 tjaningar sem kemur fram hja centrébléstum og flestum centrécytum en

einnig minnisfrumum (Klein et al., 2003; Klein & Dalla-Favera, 2008).

BCL-6 bindur yfir 4000 styrla genamengisins hja kimstédvarfrumum. Hins vegar verdur adeins hluti
peirra fyrir ahrifum umritunarbeelingar sem tengist m.a. virkjun, lifun, frumufjolgun, tjaningu
yfirbordssameinda og sérhaefingu (Basso et al., 2010). BCL-6 virdist einnig baela skynjun a DNA
skemmdum en pad er grundvollur fyrir kimstédvarhvarfinu og allri peirri genastreitu sem pvi fylgir
(Klein & Dalla-Favera, 2008). Saman koma pessir paettir i veg fyrir ad centréblastar yfirgefi kimstédina
aour en peir hafa gengid i gegnum frumufjdlgun og stokkbreytingar seekniproskunar (Basso et al.,
2010).

Til pess ad kimstddvarfrumur geti sérhaefst i plasmafrumur parf ad minnka tjaningu (down-regulate)
BCL-6. | kjolfarid stodvast frumufjélgun og frumurnar tja yfirbordsvaka sem gerir peim kleift ad hafa

samskipti vid adrar frumur sem leidir til sérheefingar (Klein & Dalla-Favera, 2008).

1.2.2.2 PAXS5 (Paired box 5)
Pax5 er umritunarpattur tengdur B frumusvipgerd. Hann kemur fyrst fram hja eitilfrumuforvera og
heldur tjaningu sinni allt par til sérhaefing verdur i plasmafrumur. Hann er einnig tjadur i minnisfrumum
(Shapiro-Shelef & Calame, 2005).

Pax5 hefur ahrif & gen sem halda i einkenni B frumna. Hann hefur virkjandi ahrif a CD19 og AID
en beelir tjaningu & IgH, IgL og J-kedjum og kemur pannig i veg fyrir moétefnaseytun og sérhaefingu i
plasmafrumur. Minnkun a PAX5 tjaningu leidir til plasmafrumusérhaefingar (Shapiro-Shelef & Calame,
2005).

1.2.2.3 BLIMP1 (B lymphocyte-induced maturation pro  tein 1)

Umritunarpatturinn BLIMP1 er naudsynlegur stjdérnunarpattur tengdur sérheefingu. Hann parf ad
vera tjadur svo métefnaseytandi plasmafrumur geti myndast og starfad. BLIMP1 er pvi ad finna hja
motefnaseytandi plasmablostum og plasmafrumum og er talinn vera lykilstyrill sérhaefingar hja B
frumum (Nutt et al., 2007). Bodefnin IL-6 og IL-10 hvetja til BLIMP1 tjaningar (Klein et al., 2003).

BLIMPL1 styrir plasmafrumusérhaefingu med pvi ad bzela gen sem tengjast svipgerd B frumna og

kimstédvarfrumna. BLIMP1 er tjad i mergaexlisfrumum (Nutt et al., 2007).
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1.2.2.4 Tengsl BCL-6, PAX5 og BLIMP1
BCL-6, PAX5 og BLIMP1 vinna sameiginlega ad stjorn sérheefingar Gr kimstédvarfrumum i
plasmafrumur. beir styra hvenaer fruman er tilbdin ad yfirgefa kimstéd med pvi ad hafa baelandi ahrif

hvor & annan (sja mynd 7).

B-f[uma Plasmafruma
BCLE || 1l BLIMPY
MITF i| IRF4

B-frumur og kimstod Plasmafrumur
- Svdr v'!ﬁ BCR areiti - Mdatefnaseytun
- Svor vid bodefnum - Frumuhringur stodvast
- Svor vid TLR orvun - Breytingar a yfirbords-
- Frumufjolgun proteinum og ratvisi
- Flokkaskipti
- Saskniproskun

Mynd 7. Umritunarstyring plasmafrumusérheefingar.

Umritunarpeettirnir BCL-6 og PAX5, sem vidhalda B frumueinkennum, beela tjaningu BLIMP1, sem
hvetur plasmafrumusérheefingu. Ad sama skapi beelir BLIMP1 tjaningu BCL-6 og PAX5 svo
plasmafrumusérheefingin er dafturkraef. PAX5 beelir einnig i tjaningu XBPI og MITF beelir tjaningu IRF4
(mynd byggd a Shapiro-Shelef & Calame, 2005).

BCL-6 beelir tjaningu BLIMP1 pegar fruman gengur i gegnum kimstédvarhvarfid. begar tjaning a
BCL-6 minnkar, losnar um beelinguna svo BLIMP1 verdur virkur og sérheefing i plasmafrumu getur att
sér stad (Klein & Dalla-Favera, 2008).

PAX5 beelir tjaningu BLIMP1 & o6llum proskastigum B frumunnar og pegar hin gengur i gegnum
kimstodvarhvarfid. Pannig heldur han i B frumusérkenni og kemur i veg fyrir sérhaefingu (Shapiro-
Shelef & Calame, 2005).

Pegar tjaning PAX5 minnkar eykst tjaning BLIMP1 ad sama skapi. Aukin BLIMP1 tjaning veldur
baelingu a BCL-6 og PAX5 sem hvetur til 6afturkraefdar sérheaefingar i plasmafrumur svo fruman missir
B frumusérkenni (Shapiro-Shelef & Calame, 2005).

1.2.2.5  Adrir umritunarpaettir:

MITF (Microphthalmia-associated transcription factor) er umritunarpattur a B frumustigi sem likt og
BCL-6 og PAX5 hindrar sérhaefingu i plasmafrumur. MITF er naudsynlegur til ad halda proskudum B
frumum i hvildarfasa og sé hann ekki til stadar eykst tjaning BLIMP1 og plasmafrumur myndast
tilviljunarkennt. Virkni MITF er had beelingu IRF4 (interferon regulatory factor 4) (Shapiro-Shelef &
Calame, 2005).
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Umritunarpeettirnir XBP1 (X-box binding prétein 1) og IRF4 eru tjadir i plasmafrumum og koma
einnig vid sogu i sérhaefingu. XBP1 styrir streitu i frymisneti og gerir plasmafrumunni kleift ad framleida
og seyta gifurlegu magni métefna (Shapiro-Shelef & Calame, 2005). begar tjaning XBP1 hja langlifum
plasmafrumum minnkar losnar fruman ar blsvaedi og er styrt i frumudauda vegna alags a frymisnetinu
(Radbruch et al., 2006). Tjaning XBP1 er virkjud af BLIMP1 og baeld af PAX5 (Klein & Dalla-Favera,
2008; Shapiro-Shelef & Calame, 2005). IRF4 er naudsynlegur styrill plasmafrumusérhaefingar en hann
baelir BCL6 og bindur pannig enda & kimstédvarhvarfid. Tjaningu BLIMP1, XBP1 og IRF4 er stjornad
06had en allir pessir umritunarpeettir eru naudsynlegir fyrir sérheefingu plasmafrumna (Klein & Dalla-
Favera, 2008).

Kimstédvarsvarid er oneitanlega til hagsbéta fyrir neemiskerfi lifveru. bratt fyrir nakveema stjornun
getur margt farid Grskeidis og pvi hafa kimstédvarfrumur akvardandi hlutverk i myndun margra

eitifrumueexla (Klein & Dalla-Favera, 2008).

1.3 Einstofna métefnahaekkanir

1.3.1 Einstofna motefnahaekkun (MG)

Einstofna moétefnahaekkun (monoclonal gammopathy, MG) einkennist af tilvist einstofna motefnis,
einnig pekkt sem M-prétein eda paraprotein og endurspeglar gédkynja eda illkynja fjélgun B
eitifrumna af sama stofni. Einstofna motefni er haegt ad greina sem adskilid band i préteinrafdreetti

eda med métefnalitun (immunofixation) sem er naemari adferd (Rajkumar, 2009).

Algengast er ad métefnid sé IgM, IgA eda IgG en gerdin raedst af pvi hvort afbrigdilega fjélgunin a
sér stad fyrir flokkaskipti hja moétefnaseytandi, proskadri B frumu, eda eftir flokkaskipti hja
plasmafrumu. Einstofna métefnahaekkun af 1I9G gerd er algengust (60-70%), pvi naest kemur IgM gerd
(15-30%) en IgA gerd er frekar sjaldgeef (5-13%) (Kyle & Rajkumar, 2003). Métefnahaekkanir af IgD og
IgE gerd eru mjog sjaldgaefar (2% og 0,01%) (Kim et al., 2011; Hayes et al., 2007).

Margar rannsoknir hafa stadfest aldurstengda tioni MG sem er i kringum 1% eftir fimmtugt en
komin i u.p.b 3% eftir sjétugt (Kyle & Rajkumar, 2003). | islenskri rannsokn sem skodadi tidni MG &
timabilinu 1976-1997 meeldist aldursstadlad nygengi 10,3 hja kérlum og 8,6 hja konum a hverja
100.000 ibua (Ogmundsdottir et al., 2002). Hugsanlega hefur tioni MG sjukdéma verid vanmetin
gegnum tidina. islensk rannsokn syndi t.d mun heerri tidni einstofna motefnahaekkunar pegar han var
meeld med moétefnalitun en pegar hin var meeld med proéteinrafdraetti sem synir mikilveegi pess ad nota

naemar adferdir (Steingrimsdottir et al., 2007).

MG getur verid einkennalaus og an nokkurra skilmerkja um illkynja hegdun, svokallad ,monoclonal
gammopathy of undetermined significance” (MGUS). MG getur einnig verid merki um illkynja sjukdém
p.e. mergeexli (multiple myeloma, MM), Waldenstroms makréglobdlinemiu (WM) eda adra

eitifrumusjukdéma (Rajkumar, 2009).
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1.3.2 MGUS og SMM

MGUS er forveri illkynja plasmafrumusjiukdéma. Greiningarskilmerki eru minna en 3,0 g/dL af
einstofna maétefni i sermi, plasmafrumur af sama stofni i beinmerg undir 10%, litid sem ekkert M-
prétein i pvagi og engin einkenni liffeeraskemmda af véldum plasmafrumufjdlgunar (Kyle et al., 2010).

MGUS er tiltélulega algengt. | Svipj6d, Bandarikjunum og Vestur-Frakklandi meeldist tidni u.p.b
1,5% hja folki eldra en 50 ara og 3% hja 70 ara og eldri. | rannsokn sem gerd var i Minnesota i
Bandarikjunum fannst MGUS i 3,2% ibua 50 ara og eldri, 5,3% hja 70 &ra og eldri en 7,5% hja 85 ara
og eldri (Kyle et al., 2010). Tidnitélur eru pvi nokkud breytilegar eftir rannséknum. Tidni MGUS er
einnig breytileg eftir kyni og kynpattum, haerri hja kérlum en konum og medal svartra en hvitra
(Wadhera & Rajkumar, 2010). Auk pess syndi islenska MG rannsoknin fra 1976-1997 ad MGUS af IgA
gerd hefur marktaekt heerri ahesettu & préun illkynja sjukdobma en MGUS af 6drum gerdum
(Ogmundsdottir et al., 2002).

SMM er likt og MGUS, forveri illkynja plasmafrumusjukdéma og laus vid liffaeraskemmdir af voldum
plasmafrumufjdlgunar. I SMM meelist einstofna métefni i sermi hins vegar yfir 3,0 g/dL og/eda
plasmafrumur af sama stofni i beinmerg yfir 10% svo hann er kominn lengra & veg en MGUS. Ahzetta
illkynja préunar SMM eftir greiningu er 10% fyrstu 5 arin, 3% eftir 5-10 ar og 1-2% eftir 10-20 ar, Olikt
MGUS sem hefur fasta 1% ahaettu & ari. Medferd vid MGUS og SMM er engin en pessir einstaklingar
eru po undir reglulegu eftirliti (Kyle et al., 2010).

| islenskri rannsékn voru skodud frosin sermissyni hja einstaklingum sem sidar greindust med
mergeexli og WM. Notud voru syni fra 65 mergaexlis- og 10 WM-tilfellum og reyndust 46% tilfella hafa
MGUS allt ad tiu arum fyrir greiningu sem stadfestir MGUS sem forstig pessara sjukdéma. begar
einstaklingar med mergeexli sem seyta ekki moétefnum (non-secreting) og WM voru teknir Ut reyndust
72% tilfella hafa MGUS fyrir greiningu & mergeexli. IgG MGUS var algengasta gerdin (57%), pa IgA
(33,4%) en IgM var sjaldgeefast (8,5%) (Steingrimsdottir et al., 2007).

1.3.3 Mergeexli (multiple myeloma, MM)
Mergaexli myndast vegna illkynja fidlgunar plasmafrumna af sama stofni i beinmerg. Mergaexlisfrumur
seyta einstofna métefni af IgG eda IgA gerd, eda i sumum tilfellum eingdngu léttum kedjum

motefnisins sem eru pa annad hvort kappa eda lambda kedjur (Kuehl & Bergsagel, 2002).

A heimsvisu er hlutfall mergaexla innan vid 1% af 6llum krabbameinum med 16.000 ny tilfelli arlega
i EvrOpu. Tioni er haest & Vesturléndum og syna svartir tvofalt haerra nygengi en hvitir og karlar orlitio
haerra nygengi en konur (Altieri et al., 2006; Rajkumar, 2009). Mergeexli eru rimlega 1% allra illkynja
axla a islandi. Nygengi sjokdémsins & arunum 2002-2006 var 3,5 & hverja 100.000 karla en 3,6 &
hverjar 100.000 konur (Jonasson & Tryggvadottir, 2008). bratt fyrir ad mergeexli sé ekki sérstaklega

algengt krabbamein er pad alvarlegur og 6leeknandi sjukdémur (Rajkumar, 2009).

Sjukdémurinn er talinn proast Ut fra MGUS eda SMM forstigi en par sem pessi forstig eru
einkennalaus greinast pau sjaldan. Greiningarskilmerki mergeexla eru ad einstofna prétein meelist i
blodi og/eda pvagi, yfir 10% af plasmafrumum i beinmerg eru af sama stofni og greinileg

sjukdémseinkenni af voldum plasmafrumufjélgunar eru til stadar. Helstu sjikdomseinkenni eru
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beineyding, blédleysi, endurteknar bakteriusykingar og nyrnabilun auk héfudverkja, preytu og slens af

voldum oedlilegrar kalsiumhaekkunar i bl6di (Rajkumar, 2009).

pad fer eftir einkennum og aldri mergeexlissjuklinga, og & hvada stigi sjukdomurinn er, hvenaer
byrjad er & medferdinni og hversu kroftug han er. Toluverdur arangur hefur nadst & undanféornum arum
vio ad halda sjukdomnum nidri og lengja liftima. Bestur arangur hingad til naest med pvi ad gefa
haskammta krabbameinslyfjamedferd med eigin stofnfrumuigraedslu. A undanférnum arum hafa
jafnframt verid ad koma fram ny lyf til medferdar a mergeexli sem hafa aukid lifslengd pessara

sjuklinga umtalsvert. (Rajkumar, 2009).

1.3.4 Waldenstroms makroglébulinemia (WM)

WM er sjukdémur sem verdur til vegna illkynja fjdlgunar B eitilfrumna af sama stofni og telst til
eitifrumuegexla (non-Hodgkin lymphoma, NHL). WM frumur eru taldar vera frumur sem hafa annad
hvort ekki gengid i gegnum kimstédvarhvarfid eda eru komnar skammt & veg. bessar axlisfrumur hafa
ekki gengid i gegnum flokkaskipti, seyta métefnum af gerdinni IgM og er oftast ad finna i beinmerg,

eitlum og milta (Merchionne et al., 2010).

Arlega greinast um 3 milljonir einstaklinga i heiminum med WM (Neparidze & Dhodapkar, 2009).
Erfitt er ad aeetla nygengi par sem sjukdémurinn var ekki skilgreindur sem illkynja sjakdémur fyrr en
arid 1991. bad er poé talid vera um 2,5 & hverja 1.000.000 einstaklinga & ari (Gertz et al., 2000). |
Bandarikjunum hafa rannsoknir stadfest laga tidni WM. [ einni rannsokn var arlegt nygengi aeetlad 3,4
a hverja 1.000.000 karla en 1,7 & hverjar 1.000.000 konur. Tioni sjukdéomsins eykst jafnframt med aldri
og medalaldur vid greiningu er 72 ar. Olikt mergaexlum er WM naestum tvisvar sinnum algengari medal

hvitra en svartra (McMaster, 2003).

IgM-MGUS er forstig WM og ber med sér 46 falda ahaettu a préun sjukdémsins (Neparidze &
Dhodapkar, 2009). Olikt MGUS af 68rum gerdum er IgM MGUS algengara medal hvitra. IgM MGUS
getur lika proast yfir i adra sjukdoma en WM, t.d langvinnt eitilfrumuhvitbaedi (CLL) eda adra
eitilfrumusjikdoéma pott pad sé mun sjaldgaefara. Hradi prounar IgM MGUS i illkynja sjukdém er 1,5%
a ari samanborio vid 1,0% hja MGUS & heildina litid (Rajkumar, 2009).

Til pess ad sjukdomurinn teljist WM parf einstofna moétefnahaekkun ad vera af gerdinni IgM og
uppso6fnun aexlisfrumna i beinmerg ad vera yfir 10% (Rajkumar, 2009). Helstu sjikdomseinkenni eru
preyta, hofudverkur, steekkun eitla, blédleysi, blddnasir og truflun i taugakerfi en mérg pessara
einkenna ma rekja til aukinnar seigju i bl6di vegna mikillar haekkunar einstofna métefnis eda mikillar
iferdar illkynja frumna i beinmerg og/eda eitilvef. Um fjérdungur sjuklinga eru einkennalausir og
greindir fyrir tilviljun. Pétt WM sé 6laeknandi sjukdémur er hann yfirleitt ekki medhéndladur nema
sjuklingurinn sé med einkenni en medferd fer eftir alvarleika sjukdémsins og er mjog
einstaklingsbundin. Lyfjamedferd til ad faekka aexlisfrumum og blédvokvaskilun (plasmapheresis) til ad

minnka magn einstofna matefnis i sermi eru helstu medferdarirraedin (Neparidze & Dhodapkar, 2009).

Langvinnt eitilfrumuhvitbleedi  (Chronic  Lymphocytic Leukemia, CLL) er illkynja B
eitifrumusjukdémur sem &4 margt sameiginlegt med WM. Pad er 6laeknandi sjukdomur, a sér
einkennalaust forstig MBL (Monoclonal B cell lymphocytosis) og pad sem athyglisverdast er, synir

tengsl vid sému genasvaedi og er ad finna i somu fjélskyldum og WM (McMaster & Landgren, 2010).
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1.3.5 Orsakir MG

Talid er ad eexlisvixtur af B eitilfrumuuppruna eigi reetur ad rekja til mistaka eda afbrigda i B
frumuvidbragdinu i kimst6d pegar fruman leyfir genadstédugleika til skamms tima (Klein & Dalla-
Favera, 2008).

Nokkur litningaafbrigdi hafa verido tengd mergaexlum. Sjuklingum ma skipta upp i tvo hépa; pa sem
hafa fleiri en 46 litninga, og pa sem hafa annad hvort feerri en 46 litninga eda litninga med afbrigdilega
byggingu. I fyrri hépnum (hyperdiploid) er litningafjéldi har, midgildid 54 litningar, og algengast er ad
finna pristaedur a litningum 3, 5, 7, 9, 11, 15, 19 og 21. Seinni hépurinn (non-hyperdiploid) hefur meiri
breytileika. Algengustu afbrigdin i peim hépi eru einsteeda a litningi 13, eyding a 8p, auka 1q og 14q32
yfirfeerslur. Litningur 14 hefur IgH genid & 932 en yfirfeerslur & pessu sveedi er ad finna i 60%
mergeexlistilfella. A.m.k. 30 mismunandi litningasveedi koma vid sdgu i 14932 yfirfaerslum par sem
t(11;14) (20%), t(4;14) (15%) og t(14;16) (5%) eru algengastar. Einsteeda a litningi 13 sést i um 50%
tilfella hja mergeexlissjuklingum og i svipadri tioni i MGUS svo liklegast er petta atburdur sem gerist
snemma i sjukddomspréuninni. Yfirfaerslurnar t(4;14) og t(14;16) og eyding a stutta armi 17 (17p) eru
mikilveegir neikvaedir forsparpeettir og tengjast sleemum horfum. Pannig méa nota litningaafbrigdi til ad
meta ahaettu og horfur sjuklinga og i vissum tilfellum velja heppilega medferd Gt fra pvi (Avet-Loiseau,
2007).

Eyding langa armsins & litningi 6 (6q) er algengasti afbrigdileikinn i WM og finnst i 50% sjuklinga.
Pessi galli er hins vegar ekki sérteekur fyrir WM og finnst i mérgum B frumuaexlum. Armurinn hefur
PRDMI/BLIMP1 genid sem er adal styrillinn i plasmafrumusérheefingu (sja kafla 1.2.2.3 hér ad framan)
(Ackroyd et al., 2005; Neparidze & Dhodapkar, 2009).

Med genatjaningarrannséknum hafa fundist fjiéldamoérg gen sem eru afbrigdilega tjad i MGUS
og/eda illkynja sjukdomum. Flest pessara gena tengjast stjorn a frumuhring, viélodun vio stodvef i
beinmerg, frumudauda, lyfjabnaemi, vaxtarstddvun og umritun (Zhan et al, 2002).
Genatjaningarrannsoknir (GEP, gene expression profile) benda til pess ad WM sé skyldari CLL en

mergeexlum (Neparidze & Dhodapkar, 2009).

Akvednir umhverfispeettir, t.d geislun og efni notud i landblnadi, hafa mégulega ahrif & myndun
mergaexla pratt fyrir ad tengsl vid sjukdéminn séu ekki sterk. Einnig hefur verid bent a stédugt areiti
vaka vegna sykinga eda sjalfsofneemis en tengslin eru ekki eins sannfaerandi. Takmarkad er vitad um
ahaettupeetti MGUS og WM en mdégulega skarast peir a vid ahaettupeetti mergeexla (Kyle et al., 2010;
McMaster & Landgren, 2010). Margt bendir til pess ad stédugt areiti vaka geti aukid likurnar & myndun
WM og fundist hafa tengsl milli aukinnar aheettu a préun WM og sjalfsofneemis (Landgren et al., 2009).
Mikilveegur aheettupattur fyrir MG sjukdémum eru erfdir og fjdlskyldusaga sem vert er ad skoda nanar
(Ogmundsdaéttir, 2003).

1.4 Fjolskyldurannsoknir

1.4.1 Fjolskyldur med einstofna motefnahaekkun
Talsvert er vitad um gena- og litningabreytingar sem verda i illkynja framvindu MG sjikdoma. Liti® er

hins vegar vitad um fyrri hluta atburdarrasarinnar, p.e. hvad veldur vidvarandi fjdlgun eins stofns af B
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eitifrumum. A undanférnum fimm &aratugum hefur um 130 fj6lskyldum verid lyst med eettleega
tilhneigingu til mergeexla, MGUS eda WM. Flestar rannséknir benda til pess ad skipta megi fjdlskyldum
upp i tvo flokka, peer sem hafa IgM-MGUS og WM og peer sem hafa IgG/IgA-MGUS og mergaexli
(Ogmundsdottir et al., 2009). bessi flokkun mergaexlis og WM fjdlskyldna var styrkt enn frekar i stérri
saenskri rannsékn par sem i ljos kom ad eettingjar WM sjuklinga héfou 20 falda aukna ahaettu a préun

WM en enga aukna aheettu & proun mergaexla (Kristinsson et al., 2008).

I sumum WM fjélskyldum greinast margir i fjidlskyldunni en i flestum mergaexlisfjdlskyldum eru bara
tvo tilfelli. | 2/3 mergeexlisfidlskyldna tilheyra sjuklingar sama systkinahépnum en WM tilfelli dreifast
milli fleiri kynsléda par sem afkomendur greinast yngri en einstaklingar i eldri kynsl6dum. i WM
fidlskyldum er lika toluvert haerra hlutfall sjiklinga medal karla 6likt mergaexlisfjdlskyldum par sem
kynjahlutfall er jafnara (Ogmundsdottir et al., 2009). Mergeexlis- og WM fjolskyldur bera med sér aukna
ahaettu gagnvart B eitilfrumusjukdémum. T.d. kom i ljés i storri rannsokn i Svipjod ad eettingjar MGUS
sjuklinga héféu prefalda aukna dhaettu & proun MGUS og mergeexla, fiérfalda a préun WM og tvofalda
& préun CLL (Kristinsson et al., 2008). | annarri saenskri rannsokn sem skodadi aettingja WM sjiklinga
syndu peir prefalda aheettu a préun NHL og CLL og fimmfalda aheettu a proun MGUS (Landgren et al.,
2009). | islenskri rannsokn kom i ljos ad eettingjar mergaexlissjuklinga bera med sér rimlega tvofalda

ahaettu & préun mergeexla (Ogmundsdottir et al., 2005).

Pessi aukna ahaetta fyrir B eitilfrumusjukdémum innan fjdlskyldna gefur til kynna gen sem gera
einstaklinginn métteekilegan fyrir pessum sjukdémum (Landgren et al., 2009). Erfdir virdast pvi gegna
mikilveegu hlutverki fyrir myndun métefnaframleidandi aexlisfrumna. Af pessum 130 fjélskyldum sem
hefur verid lyst hafa einungis sjo peirra baedi mergeexlis- og WM tilfelli. Par af eru fimm islenskar
(Ogmundsdottir et al., 2011).

1.4.2 Fyrri rannsoknir & islandi

1.4.2.1 lslenskar MG fjolskyldur

Fyrstu islensku fjolskyldunni med tvd eda fleiri tilfelli af einstofna maétefnahaekkun var fyrst lyst arid
1978. | pessari fidlskyldu eru nokkur tilfelli af WM, mergeexlum og MGUS &asamt 6drum illkynja
eitiffrumusjukdémum (Bjornsson et al., 1978; Ogmundsdottir et al., 2009).

I framhaldinu voru 6l mergeexlistilfelli fra upphafi Krabbameinskrar islands 1955 til arsloka 1999
tekin saman, aettir peirra raktar og bornar saman vid bjodskra og gogn yfir MG sjukdéma. Pannig
fengust sjo fjolskyldur, til vidbétar vid pa sem adur var pekkt, sem hoféu tvo eda fleiri tilfelli af einstofna
motefnahaekkun (Ogmundsdottir et al., 2009; Ogmundsdottir et al., 2005). bessar fjdlskyldur hafa na
verid raktar enn frekar, bornar saman vid Krabbameinsskra islands og 350 fjdlskyldumedlimir skimadir
fyrir einstofna métefnahaekkun. Pannig telja pessar atta fjdlskyldur 4370 einstaklinga med 60 tilfelli af
MG eda 6drum eitilfrumusjukdomum (Ogmundsdottir et al., 2009; Ogmundsdottir et al., 2011;
Steingrimsdottir et al., 2011).
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Mynd 8. islenskar MG fjélskyldur.

A lslandi hafa fundist atta fjolskyldur sem hafa tvé eda fleiri tilfelli af einstofna métefnahaekkun.
Fjolskylda 8 var su fyrsta sem var uppg6tvud og ofursvarar finnast i fjélskyldum 2, 3, 7 og 8
(Steingrimsdottir et al., 2011).

Flokka ma islensku fjélskyldurnar i tvo hépa. Annar hépurinn inniheldur fjélskyldur sem hafa baedi
IgG/A og IgM sjukdéma en hinn fjdlskyldur sem hafa einungis IgG/A sjikdéma en oft lika T frumu
sjukdoma. Fyrri hopurinn inniheldur fimm fjélskyldur en auk peirra hafa einungis verid greindar tveer
aodrar IgG/A og IgM fjdlskyldur i heiminum. Pessi bléndun IgG/A og IgM sjikdéma i sému fjélskyldunni
er pvert & flestar rannsoknir sem segja pessa sjukdéma ekki deila erfdafreedilegum bakgrunni. Pad er
b6 vert ad nefna ad i tveimur af pessum fimm islensku fjolskyldum hefur énnur sjukdémsgerd en su
sem er radandi komid inn med einstaklingum sem giftust inn i fjdlskylduna (Steingrimsdottir et al.,
2011). bessar blondudu fjdlskyldur gefa til kynna ad afbrigdileg frumufjélgun geti baedi att sér stad fyrir

eda eftir flokkaskipti & sama erfdafreedilega bakgrunninum (Ogmundsdottir, 2003).

1.4.2.2 Ofursvarar

Eftir ad fyrsta islenska MG fjdlskyldan var uppg6étvud kom i lj6s ad pridjungur af 35 heilbrigdum
fidlskyldumedlimum haféi ofursvarandi B frumur med aukna motefnaframleidslu eftir 6rvun med
pokeweed eitilfrumureesa (mitogen). Pessir heilbrigdu fjdlskyldumedlimir voru nefndir ofursvarar
(Ogmundsdottir et al., 1994). Vid nanari athugun reyndust ofursvarandi B frumur lifa lengur i raekt en

viomidafrumur og langlifi peirra tengdist framlengdri tjaningu & daudavarnarpréteininu BCL-2 sem
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venjulega er adeins tjad i skamman tima eftir raesingu (Ogmundsdottir et al., 1999). Ofursvérun hefur

haldist stddug i sumum pessara fjdlskyldumedlima i tvo aratugi (Ogmundsdottir et al., 2011).

I nylegri rannsékn voru valdir heilbrigdir ettingjar ar éllum atta fjdlskyldunum sem eru pekktar og
profadir fyrir B frumu ofursvérun. Pannig beettist i hépinn og nu hafa tolf ofursvarar verid greindir i
fjorum af pessum éatta fjdlskyldum, par af atta einstaklingar i upphaflegu fjélskyldunni. Af ofursvérunum
voru sj0 med aukna framleidslu a fjdlstofna IgG, fjérir med IgM en einn sem hafdi baedi IgG og IgM.
Ofursvarana var adeins ad finna i fjdlskyldum sem voru blandadar, p.e hafa baedi IgG/A og IgM
sjukdéma (Ogmundsdottir et al., 2011).

I sému rannsokn bentu nidurstddur til pess ad aukin motefnaframleidsla vaeri vegna aukins fjélda
motefnaseytandi frumna frekar en aukins métefnamagns sem hver fruma myndar. Einnig kom i ljés ad
samanborid vid viomid hofou ofursvarar markteekt heerra hlutfall af frumum sem voru jakveedar fyrir

minnis/plasmafrumuvidtakanum CD27 (Ogmundsdottir et al., 2011).

Fjolstofna heekkun & IgM motefnum i blodi hefur nylega verid lyst i aettingjum IgM MG tilfella i
ameriskum WM fjolskyldum (McMaster et al., 2007). Slik haekkun fannst einnig i fyrstu islensku
fidlskyldunni (Bjornsson et al., 1978).

1.4.2.3 Kimstodvarlikan

i fyrri 4fanga pessa verkefnis (meistaraverkefni 2008) var préad likan til pess ad likja eftir raesingu B
eitilfrumna i kimst6d. Mikilvaegasti pattur pessa kimstédvarlikans voru Chinese Hamster Ovary (CHO)
frumur sem tja CD40L & yfirbordi sinu og 6rva pannig B frumur i gegnum CD40 vidtaka. Med pessari
orvun, sem er Urslitapattur kimstédvarlikansins, er likt & raunhaefan hatt eftir pvi sem gerist ,in vivo“.
Margir paettir voru préfadir til ad gera kimstddvarlikanido eins raunverulegt og lifveenlegt og mogulegt
var. Akvedid var ad geisla CHO frumurnar til pess ad hamla frumuskiptingu en finna purfti rétta
geislaskammtinn svo frumurnar héldust samt sem adur & lifi og tjadu CD40L. Einnig purfti ad dkvarda
magn CHO frumna og B eitilfrumna sem sa matti a hvern bakka. IL-4 var eina bodefnid sem var beett
Ut i reektina par sem pad er lifsnaudsynlegt bodefni seytt af T frumum vid 6naemissvar og er ekki
framleitt innraent. Best gafst ad beeta kalfasermi Gt i frumuaetid pétt akjésanlegra hefdi verid ad nota
sermislaust eeti vegna illa skilgreindra patta sem finna ma i sermi. Valid var ad nota kalfasermi med
sérstaklega lagu IgG til ad takmarka bakgrunnsahrif métefna. Pannig fékkst raunhaeft likan sem likir
eftir raesingu B eitilfrumna i kimstéd og getur vonandi leitt okkur skrefi naer sannleikanum um einstofna

motefnahaekkun og kimstédvarsvar (meistararitgerd 2008).
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2 Markmid

Verkefni petta er hluti af staerri rannsékn sem kannar arfgengar orsakir afbrigdilegrar starfsemi B
eitifrumna og tilhneigingar til myndunar mergaexla. Efnividurinn eru islensku fjdlskyldurnar atta sem
lyst var hér ad framan. | fyrri afanga rannsoknarinnar (meistaraverkefni 2006-2008) var préad
reektunarlikan sem likir eftir svari B eitilfrumna i kimst6d. Talid er ad aexlisvoxtur af B eitilfrumuuppruna
eigi reetur ad rekja til mistaka eda afbrigda i B frumuvidbragdinu i kimstdd. | pessu meistaraverkefni
var notast vio frumur Gr ofursvérum, eettingjum peirra og 6skyldum vidmidum og peer profadar i

kimstédvarlikaninu. Verkefninu var skipt upp i eftirfarandi megin- og undirmarkmio:
a) Aoferdapréun:

a. Ad kanna muninn & notkun ferskra og frystra syna i kimstdédvarlikaninu. Ef heegt er ad
nota fryst syni audveldar pad framkveemd rannséknarinnar til muna hvad vardar
timapeetti. Auk pess veeri pa haegt ad nota pau syni sem til stadar eru og ekki pyrfti ad

kalla alla patttakendur inn til blédgjafar.

b. A0 préa adferd til ad einangra RNA ar 66rvudum og o6rvudum B eitilfrumum ar

kimstddvarlikaninu.

c. Ad proa aodferd til ad einangra DNA (r 66rvudum B eitilfrumum og kornfrumum

(granulocytes).
b) Adalrannséknarspurning:
a. Syna B eitilfrumur ofursvara afbrigdi i kimstédvarvidbragdi hvad vardar:
i. Yfirbordssvipgerd

ii. Innrisvipgerd
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3 Efni og adferdir

3.1 RNA einangrun

Hluti af frumum ar kimstddvarraektinni var tekinn fra a degi 0 og 14 til RNA einangrunar. Takmarkid var
ad fa sem mest magn af heildar RNA Ur sem faestum frumum svo nokkrar adferdir voru préfadar. B
eitilffrumur voru ymist leystar upp i 500 pL af RNA later bléndu (4:1 RNA later® (Qiagen, byskaland) :
RPMI-1640 + ultra low IgG FCS aeti) og frystar i -20C, frystar i fljétandi kéfnunarefni og geymdar vid
-70T eda notadar ferskar. A degi O var notast vid 1x10° nyeinangradar og 6orvadar B eitilfrumur en &
degi 14 var einn brunnur (300.000 frumum sad) af 6rvudum B frumum notadur fyrir hvern patttakanda.
par sem RNA er mjog 6stddug sameind var reynt ad vinna hratt og orugglega i RNasa friu umhverfi
og sem mest & is. Nokkrar RNA einangrunaradferdir voru profadar en allar hofou peer pad
sameiginlegt ad synin voru ad lokinni einangrun leyst upp i 50 puL af RNasa friu vatni, styrkur og
hreinleiki maeldur & NanoDrop® (ND 1000, Thermo) og synin svo fryst vid -70C.

3.1.1 RNeasy Mini Kit
| pessari tilraun var RNA einangrad med RNeasy® Mini Kit (Qiagen) og farid eftir adferdalysingu fyrir
einangrun & heildar RNA (r dyrafrumum. Adferdin byggist a pvi ad segulkdlur bindast RNA

sameindum og dragast i kjolfarid ad segulmagnadri sulu en adrar eindir renna i gegn (sja mynd 9).

i flestum tilfellum var 10% mercaptoetandli baett vid RLT lausnina (Lysis buffer) til pess ad 6virkja
RNasa sem losnar at vid frumurof. Jafnframt var DNasa melting oft framkveemd a RNeasy Mini Kit
(Qiagen) sulunni med pvi ad nota Rnasa fritt DNasa sett (Qiagen) og adferdalysingu fylgt fyrir DNasa
meltingu & RNA fyrir RNA hreinsun.

3.1.2 BioRobot EZ1

Heildar RNA var einangrad a BioRobot EZ1 (Qiagen) med EZ1 RNA korti (Qiagen). Notast var vid EZ1
RNA Mini Kit (Qiagen) settid med DNasa hindrun sem byggir a sému adferdafraedi og RNeasy Mini
Kit settid. Farid var eftir adferdarlysingu settsins fyrir einangrun a heildar RNA Gr manna- og

dyrafrumum.

3.1.3 TRI reagent

Heildar RNA var einangrad med TRI reagent® (Ambion) og hreinsad a RNeasy Mini Kit (Qiagen) eda
RNeasy MinElute (Qiagen) sulu. Synin voru leyst upp i 0,5 mL TRI reagent® (Ambion) og 150 pL
kléroformi, latin standa i stofuhita (25°C) i 5 min og skilin nidur vid 13000 sndn/min i keeldri skilvindu
(4C) i 15 min. ba var vatnsfasinn fjarlaegdur ofan af priskiptri lausninni, settur i nytt 15 mL glas
(Falcon, BD) og 250 pL isoprépandli baett vid hann. Afgangnum af priskiptu lausninni var annad hvort
hent eda hann frystur fyrir DNA einangrun. Pa var 1 uL af tRNA, sem virkar sem burdar RNA, beett vid
vatnslausnina, hdn latin standa vid stofuhita (25C) i 10 min og skilin nidur vid 13000 snun/min i
keeldri skilvindu (4C) i 10 min. Flot var tekid ofan af, botnfall leyst i 0,5 mL af 75% etandli og skilid
nidur vid 8000 snin/min i keeldri skilvindu i 5 min. Flot aftur tekid ofan af og RNA botnfallid purrkad i
5-10 min vid stofuhita (25C), &dur en pad var leys t upp i RNasa friu vatni (Ambion) vid 55C i 10 min.

33



Eftir TRI reagent® einangrunina voru RNA synin hreinsud, ymist & RNeasy Mini Kit (Qiagen) eda
RNeasy MinElute (Qiagen) sulu. Notast var vid B-mercaptoetan6l, DNasa melting framkveemd med
RNase-Free DNase setti (Qiagen) og farid eftir adferdarlysingu um hreinsun a RNA i badum tilfellum.

EZ1 RNA Mini Adferd

Sundradar frumur

WOy

Seguleindum baett
vid lausnina

Kjarnsyrur bindast
seguleindum

Adskilnadur
med segli

i
!
!

Adskilnadur
med segli

RNA pvottur

Adskilnadur
med segli

l RNA pynnt

Hreint RNA

Mynd 9. RNA einangrun med RNeasy Mini Kit.

Segulkdlur bindast RNA sameindum og dragast ad segulmagnadri sulu medan adrar eindir fara i gegn
(mynd byggd & Qiagen EZ1® RNA Handbook).
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3.2 DNA einangrun

Hluti af nyeinagrudum B eitilfrumum var tekinn fra fyrir einangrun & DNA til CGH (comparative
genomic hybridization) rannsékna. Takmarkid var ad reyna ad fa& sem mest magn af heildar DNA 0r
sem faestum frumum svo nokkrar adferdir voru préfadar. B eitilfrumur voru skildar nidur vid 2000
snin/min i 5 min, botnfallid snoggfryst i fljétandi kéfnunarefni og svo geymt vid -70<C til frekari
einangrunar. Til samanburdar var raudkornapykkni, sem innihélt kornfrumur (granulocytes), safnad
eftir einangrun & einkjarna bl6dfrumum og pad fryst vid -70C. Adur en DNA einangrun for fram var
raudkornapykknio pvegid tvisvar med 15 mL af iskéldum Lysis buffer (sja vidauka 1) til ad losna vid
sem mest af raudum blédkornum, skilid nidur vid 3000 snun/min i skilvindu og floti hellt af. Ad lokinni
einangrun med 6llum adferdunum var styrkur og hreinleiki meeldur & NanoDrop (Thermo) og synin
fryst vid -20<C.

3.2.1 QlAamp Mini Kit
QIAamp Mini Kit (Qiagen) er haegt ad nota til einangrunar & DNA. Adferdin byggir & pvi ad styra
umhverfisadsteedum, p.e. hafa akvedid syrustig og saltstyrk i roflausn (lysate) sem veldur pvi ad

einungis DNA sameindir bindast vid himnu medan adrar, t.d. prétein, gera pad ekki (sja mynd 10).

| pessari rannsokn var heildar DNA einangrad med QIAamp Mini Kit (Qiagen) og adferdarlysingu fyrir
DNA einangrun ar blédi og likamsvokva fylgt. Fyrir einangrunina voru frumurnar leystar upp i 200 L
PBS en eftir hana i 50 puL AE lausn (Qiagen).

3.2.2 TRI reagent

TRI reagent® (Ambion) ma einnig nota til einangrunar & heildar DNA likt og einangrun & heildar RNA.
Eftir fyrstu skiljun myndadist priskipt lausn eins og fyrr segir. Pegar buid var ad fjarleegja vatnsfasann
sem innihélt RNA sameindir var 150 pL af 100% etandli baett ofan a afganginn af lausninni sem
innihélt DNA og blandad vel. Synin voru latin standa vid stofuhita (25C) i 2-3min og svo skilin nidur
vio 2000 snin/min i keeldri skilvindu (4<C) i 5 min. Fendl-etandl flotid sem la ofan a var fjarleegt og
botnfallid pvegid i 0,5 mL af 0,1 M natriumsitrati (sodiumcitrate) i 10% etandli. Botnfallid svo latid liggja
i pvottalausninni i 30 min vid stofuhita (25C) og skilid nidur vid 2000 sndn/min i keeldi skilvindu (4C) i
5 min. bvottaskrefid var endurtekid, DNA botnfallid purrkad og ad lokum leyst upp i 50 pL af 8 mM
NaOH.

3.2.3 Fendl/kloréform atfelling

Frystar B eitilfrumur voru leystar upp i 1 mL PBS, skildar nidur vid 2000 snan/min i 5 min og flot
fiarleegt. Skrefido endurtekid og botnfall leyst upp i 1 mL meltilausn (sja vidauka 1). Synin voru svo hrist
i 12-18 kist vio 37C. ba var 1 mL af fenél/klérofo rm/iséamyl (25:24:1) alkéhdli baett vid synin, blandad
vel og skilid nidur vid 2000 sndn/min i 10 min. Flot sem inniheldur DNA sameindir var tekid ofan af,
sett i nytt 15 mL glas (Falcon, BD) og fendl/kléréform/iséamyl alkéhdl skrefid endurtekid. Flot tekid
ofan af, sett i glas sem innihélt 1 mL af kléréformi og svo skilid nidur & 2000 snin/min. Flot var tekid
ofan af ad nyju og sett i nytt glas sem innihélt 100 pL af 3 M natrium asetat, 2 mL af 96% etandli settir
varlega Ut i og glasinu velt par til DNA pradur kom i ljés. ba var glasid sett i frysti (-20C) i 30 min og

svo skilid nidur vid 3000 snin/min i 5 min. Floti hellt af og botnfall skolad med 3 mL af 70% etandli og
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skili® nidur vid 3000 snan/min i 6 min. Petta skref var svo endurtekid. ba var DNA pradurinn fluttur i
nytt 1,5 mL glas (Eppendorf, byskaland), loftpurrkadur og leystur upp i 50 pL af 1xTE lausn (sja
vidauka 1) og lausnin latin vagga yfir nétt adur en styrkur og hreinleiki var meeldur. Einangrun a

kornfrumum fér fram med sama heetti nema magn efna var prisvar sinnum meira en hja B
eitilfrumunum.

QlAamp skiljunaradferd

Syni

!

j Sundrun

Binding

bvottur
(buffer AW1)

bvottur
(buffer AW2)

Pynning

Hreint DNA

Mynd 10. DNA einangrun med QlAamp Mini Kit.

DNA sameindir bindast vid himnu vegna salts- og syrustyrks en adrar sameindir renna i gegn (mynd
byggd a Qiagen QIAamp® DNA Mini and Blood Mini Handbook).
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3.3 Kimstodvarlikan
Vid framkveemd pessarar rannsoknar var notast vid adur proad kimstddvarlikan (meistaraverkefni
2006-2008) par sem einangradar B eitilfrumur voru reestar af CD40L-CHO frumum og IL-4 og

reektadar i 3 vikur. Frumum var safnad vikulega og proskaferli peirra skodad i frumufleedisja.

3.3.1 Syni

Efnividurinn voru syni ar télf ofursvérum ur fjdlskyldunum atta, &samt skyldum og éskyldum vidmidum,
parad fyrir aldur og kyn. Leyfi voru fengin fra Persénuvernd og Visindasidanefnd auk pess sem upplyst
sampykki var fengid fra patttakendunum sjalfum. Af pessum tolf ofursvérum sampykktu ellefu patttoku
og voru kallagir inn til blodtdéku dsamt samsvarandi skyldum og 6skyldum vidmidum peirra. Tekin voru
60-70 mL syni af heilbl6di Gr hverjum patttakanda og peim safnad i EDTA blodtokuglos (Vacutainer®,
BD, NJ, USA).

3.3.2 Einangrun a einkjarna bloofrumum

Hverju blédsyni var skipt upp i 3x50 mL glés og einkjarna blodfrumur (PBMC, peripheral blood
mononuclear cells) einangradar med Histopaque®-1077 (Sigma, MO, USA) péttnistigli (density
gradient method). Bl66id var pynnt med daudhreinsudu PBS (sja vidauka 1) i hlutfallinu 20 mL heilbl6d
a moéti 15 mL PBS i hverju glasi, 10 mL af Histopaque®-1077 (Sigma) var svo sprautad varlega i
botninn & glasinu med sprautu og nal og skilid nidur vid 1700 sndn/min i 30 min. betta olli adskilnadi &
bl6dhlutum; efst lagdist plasma, nedar myndudu einkjarna blédfrumur lag ofan a Histopaque®-1077
vokvanum en til botns féllu raud bléokorn og kornfrumur (sja mynd 11). Tekid var syni af
raudkornapykkni og sett i 2x 2mL glés sem var notad til einangrunar a DNA i seinni afanga pessa

verkefnis.
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Mynd 11. Skiljun med Histopaque®-1077.

Pynnt bléo

Ficoll-Hypaque

Skiljun med Histopaque®-1077 veldur adskilnadi & blddhlutum; efst liggur plasma, nedar mynda
einkjarna bloédfrumur lag ofan a Histopaque®-1077 vokvanum og raud blédkorn og kornfrumur falla til
botns (mynd byggd a Murphy et al., 2008).

Einkjarna bl6ofrumunum var safnad med 3 mL daudhreinsadri pipettu og peer skildar nidur vid 1700

sntn/min i 10 min. Botnfalli® var leyst upp i 3 mL Cell lysis buffer (PharmLyse™, 10x conc. pynnt 1/10
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med ddH20, BD) og latid bida i 5 mindtur til ad sprengja raud blédkorn i frumubléndunni. Frumurnar
voru svo pvegnar tvisvar i skilvindu vid 1700 snin/min i 10 min, i fyrra skiptid med PBS en pad seinna
med RPMI-1640 eeti (Gibco Invitrogen, California, USA) med 10% FCS (fetal calf serum, Gibco) (sja
vidauka 1). Botnfallid sem myndadist var svo leyst upp i RPMI-1640 + 10% FCS eeti og frumurnar
taldar med Trypan blau litarefni (0,4 w/v, Stem Cell Technologies Inc, Canada) en Trypan blar litar

daudar og deyjandi frumur bldar medan heilbrigdar litast ekki.

3.3.3 Frysting og piding a einkjarna frumum

Einkjarna bléafrumur voru frystar i 1,8 mL frystiglés (Nunc, Denmark) i styrknum 10x10° frumur/glas.
Til pynningar & frumulausninni var notast vio RPMI-1640 + 10% FCS eeti sem var blandad til helminga
a moéts vio keelda frystilausn (4:1 FCS:DMSO (99,5% GC, Sigma). Frumurnar voru keeldar i isskap
(4C) i 10 min adur en peim var komiod fyrir i frystiboxi (Nalgene cryo 1 freezing container, Thermo
Fisher Scientific, MA, USA) og frystar vio -70C i 12-24 kist. Eftir pann tima voru frumurnar faerdar i

fljotandi kéfnunarefni og geymdar par.

Frumuglésin voru pidd i 37T vatnsbadi og svo bland ad i hlutféllunum 1,8:1 vid 37T heita RPMI-
1640 eatislausn sem innihélt 50% FCS. Lausnin var svo skilin nidur i skilvindu i 10 min vid 1700

sndn/min.

3.3.4 Einangrun & B eitilfrumum

B eitilfrumur voru einangradar med CD19 MACS einangrunarsetti (Miltenyi Biotec, byskaland) sem
adgreinir B frumur sem hafa CD19 vidtaka & yfirbordi sinu fra 6drum frumum (sja Mynd 12). Einkjarna
blodfrumur voru leystar upp i 80 uL af MACS lausn (sja vidauka 1) og 20 puL af CD19 MicroBeads
segulkGlum (Miltenyi) & hverjar 1x10" frumur. Eftir kaelingu i isskap (4C) i 15 min voru frumurnar
pvegnar med 1-2 mL MACS lausn & hverjar 1x10’ frumur og skildar nidur vid 1700 sntn/min i 10 min.
Botnfallid var svo leyst upp i 1 mL MACS lausn. LS stlum (MACS® seperation columns, Miltenyi) var
komid fyrir a segli og 3 mL af MACS lausn latin renna i gegn. ba var frumulausnin sett & og svo pvegid
3x med 3 mL af MACS lausn. Affallinu var annad hvort hent eda pad geymt fyrir endurtekna
einangrun. Til pess ad safna CD19 jakvaedum B eitilfrumum var sulan tekin undan seglinum, nyju glasi
komid fyrir og 5 mL MACS lausn pryst i gegn til ad losa frumurnar fr4 stlunni. Frumulausnin var pa
skilin nidur vid 1400 snan/min i 5 minGtur og svo leyst upp i 5 mL af RPMI-1640 + 10% ultra low 1gG
FCS (Gibco) aeti (sja vidauka 1). Frumur voru taldar og lifun skodud med Trypan blaum lit (0,4 wiv,

Stem Cell Technologies).
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Mynd 12. Einangrun B eitilfrumna.

Haegt er ad nota CD19 MACS einangrunarsettid til ad einangra B eitilfrumur. Segulkdlur sem bindast
CD19 vidtaka a B frumum er baett i frumulausn. Frumulausnin er svo sett i segulsvid og einungis paer
frumur sem eru bundnar segulkdlum bindast en adrar fara i gegn (mynd byggd & Murphy et al., 2008).

3.3.5 CD40L-CHO frumur

Til ad 6rva einangradar B eitilfrumur var notast vio CD40L-CHO frumur (chinese hamster ovarian cells)
sem Professor Freda Stevenson i Haskolanum i Southampton var svo vinsamleg ad leggja til. CD40L-
CHO frumur eru krabbameinsfrumur Ur eggjastokkum hamstra par sem buid er ad innleida manna
erfoaefni fyrir CD40L sameindinni. CHO frumurnar voru reektadar upp i RPMI-1640 + 10% FCS aeti og
250 pL frumulausn svo sad i 24-brunna bakka (Nunc, Dannmork) i styrknum 50.000 frumur/brunn.
CHO frumubakkinn var raektadur yfir nétt og svo geisladur med gamma-geislum i styrknum 40 Gy med
aodstod Gardars Myrdal a Geislaedlisfraedideild LSH. Geislun af pessum styrk kom i veg fyrir skiptingu

CHO frumna en hélt peim samt sem adur a lifi.
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3.3.6 Frumureekt

Eftir ad CD40L-CHO frumurnar hofdu verid geisladar var 1 mL af B eitilfrumulausn, 3x10°> frumur/mL,
s&d i hvern brunn i 24-brunna plétu. Frumulausnin innihélt nyeinangradar B eitilffrumur og RMPI-1640
+ 10% ultra low IgG FCS eeti, auk 10 ng/mL af rhiL-4 (R&D Systems, Minneapolis, USA). Fyrir hvern
patttakanda var sad i 3-11 brunna, allt eftir magni B eitilfrumna sem fengust ar einangruninni. I hverri
tilraun var unnid med syni fra einum ofursvara asamt tilsvarandi skyldu og 6skyldu vidmidi. Hver raekt
fékk namer, GC1, GC2 o.s.frv.

Kimstodvarraektin stod yfir i 21 dag. A degi 7 og 14 voru B eitilfrumurnar fluttar & nyjan og ferskan
CHO frumuhtdadan bakka og skipt um aeti. A degi 7, 14 og 21 var frumunum safnad og peer skodadar

i frumufleedisja en par voru frumurnar einnig skodadar 66rvadar a degi 0.

3.3.7 Frumuflaedisja

Meelingar med frumufleedisja gerir kleift ad telja og skoda frumur og geta sagt margt um starfsemi
peirra. Med pvi ad lita frumur med flirmerktum moétefnum (antibodies) gegn sameindum a yfirbordi eda
innan peirra, ma pannig bezedi fylgjast med fjolda frumna sem tja akvedna sameind sem og

hlutfallslegum styrk sameindarinnar (Murphy et al., 2008).

I pessari rannsokn var litad fyrir sex yfirbordssameindum, CD86, CD95, CD38, CD27, CD70 og
CD32 og premur umritunarpattum, BCL-6, BLIMP1 og PAX5, en allt eru petta sameindir sem tjadar
eru a mismunandi proskastigum B frumna. Auk pess var litad fyrir CD19, sem er einkennandi fyrir B
frumur, og CD3, sem er einkennandi fyrir T-frumur, svo heegt veeri ad adgreina B eitilfrumur fra 6drum
og leggja mat & mengun (sja toflu 2).

Eftir reektun i kimstddvarlikaninu i 0, 7, 14 og 21 dag voru frumurnar litadar med flarljdmandi
moétefnum og tjaning sameinda skodud i frumuflaedisja. Notadur var daudhreinsadur oddur til pess ad
skafa frumur i raekt upp Ur brunnum sinum, sams konar brunnar sameinadir og frumur skildar nidur vid
1700 snun/min i 10 min. Botnfallid var leyst upp i RPMI-1640 + 10% ultra low IgG FCS aeti, lausninni
skipt upp i 8x5 mL glés (Falcon, BD) og frumurnar svo litadar med 1 pL af métefni gegn hverri
yfirbordssameind i glasi (sja téflu 3). Til viomidunar var hluti frumna litadur med ésérteekum motefnum
af sému isétypum og moétefnin sjalf. Métefnunum var blandad vel vid frumulausnina, glésin latin standa
i isskap (4C) i 30 min, frumulausnin pvegin med 1 mL/glas PBS og skilin nidur vid 1400 sndn/min i 5

min.
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Tafla 2. Métefni { rannsékninni.

Litad var fyrir eftirffarandi yfirbordssameindum og umritunarpattum sem hafa mismunandi hlutverk og

tjaningu & proskaferli B eitilfrumna.

Métefni isétypa Klén Hlutverk Framleidandi
Yfirbordssameindir:
CD19 Musa IgG1, k HIB19 Hjalparvidtaki Biolegend
CDh27 Musa IgG1, k 0323 Plasma- og minnisfrumur Biolegend
Langlifar _
CD32 Musa IgG2b, FUN-2 Biolegend
plasmafrumur
CD38 Musa IgG1, k HIT2 Plasmafrumur Biolegend
Kimstédvarsvar til _
CD70 Rottu 1IgG2b, k FR70 i Biolegend
skamms tima
CD86 Musa IgG2b, IT2.2 Virkjun Biolegend
CD95 Musa IgG1, k DX2 Styrdur frumudaudi Biolegend
CD3 Musa IgG1, k UCHT1 T frumur Biolegend
Umritunarpeettir:
BCL6 Kanina Fjolstofna Osérheaefdar B frumur Abcam
BLIMP1 Kanina Fjolstofna | Sérheefing i plasmafrumur Abcam
PAX5 Musa IgG1, k BF9 Osérheefdar B frumur Abcam
2moétefni:
Asna anti-kanina Asna IgG Poly4064 - Biolegend
Geita anti-mus Geita IgG Poly4053 - Biolegend
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Tafla 3. Samsetning métefnalita.

Synum var skipt nidur a atta glés sem 6ll h6fdu mismunandi métefnasamsetningu.

Litur: Glasl | Glas2 |Glas3 Glas 4 Glas 5 Glas 6 Glas 7 Gl as8
19G2b Hreint IgG | Hreint IgG
FITCH BCL6 BLIMP1 CD32 CD32 o o o BLIMP1
Viomio Viomio viomid
o Hreint IgG
PE PAX5 CD70 1gG2b vidmid CD70 PAX5 o
viomid
APC CD27 CD27 CD27 IgG1 vidmid IgG1 vidmid CD27 CcD27 CcD27
lgG2b + 1gG1
PE/Cy5 CD86 CD95 CD95 o CD86 CD86 CD86 CD86
Viomio
PE/Cy7 CD38 CD38 CD3 CD38 CD38 19G1 CD38 CD38
Pacific
BI4 CD19 CD19 CD19 CD19 CD19 CD19 CD19 CD19
ar

Botnfallid var svo leyst upp i 0,5 mL af Perm/fix lausn (1:4 Perm/fix buffer (4x) : PBS, FOXP3
Fix/Perm Buffer Set, Biolegend, California, USA), sem gatadi frumuhimnuna og gerdi hana leka svo
haegt veeri ad lita sameindir innan frumunnar, og latid standa i isskap (4C) i 60 min. bvi neest var
frumulausnin pvegin med 1 mL/glas Perm lausn (10x conc. bynnt 1/10, Biolegend) og skilin nidur vid
1400 sntn/min i 5 min. Botnfall f glésum 3, 4 og 5 var leyst upp i 400 pL CellFIX™ (BD) og l4tid bida i

isskap (4C) til naesta morguns pegar greining i fru muflaedisja fér fram.

Haldio var afram med glés 1, 2, 6, 7 og 8 par sem einnig atti ad lita fyrir umritunarpattum i peim
glésum, ekki eingdngu yfirbordssameindum. Byrjad var & ad hindra ésérteeka bindingu med pvi ad
baeta 100 uL af 10% asna/geita sermi (1:9 sermi:Perm lausn (Biolegend), Sigma) ut i videigandi gl6s
og latid standa i stofuhita i 15 min. P& var litad gegn umritunarpattunum med pvi ad setja 1 uL af
motefni fyrir hverja sameind i videigandi glas og latid standa i isskap (4C) i 20 min. Aftur var pveg id
med 1 mL af Perm lausn (Biolegend) og spunnid nidur vid 1400 snun/min i 5 min. Ad lokum var litad
med videigandi 2Motefni, 1atid standa i isskap (4°C) i 20 min, pvegid med 1 mL af Perm lausn
(Biolegend) og svo leyst upp i 400 L af CellFIX (BD) og latid bida i isskap (4C) yfir nott.

Synin voru svo greind i MACSQuant™ Analyser frumuflaedisja (Miltenyi) og eins mérgum frumum
safnad og haegt var. Urvinnsla og greining synanna for fram med FlowJo hugbinadi (Tree Star, OR,

USA) og tolfreedi var unnin a R 2.2.0 hugbunadi (Vienna, Austria).
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4 Niourstoour

4.1 Samanburdur a ferskum og frystum synum

I peirri von ad haegt vaeri ad skipta einangrun B eitilfrumna ar heilbl6di & fleiri daga var gerdur
samanburdur a ferskum og frystum synum. Eftir einangrun & einkjarna blédfrumum Gr 60 mL af
heilbl6di voru frumurnar taldar i smasja og frystar i flj6tandi kéfnunarefni. Tveimur vikum seinna var
tekinn annar 60 mL skammtur frA sama synagjafa og einkjarna bl6dfrumur einangradar og taldar. Ad
lokum var CD19 MACS einangrunarsettio notad til ad einangra B frumur Ur ferska og frysta syninu
samhlida. Eftir einangrunina fér fram frumutalning i smasja til ad hasgt veeri ad bera adferdirnar saman
(sja toflu 4)

Tafla 4. Samanburdur a frumufjélda Gr ferskum og fr ~ ystum synum.

Frystar frumur Ferskar frumur
o Einki. N Einki. N
Synagjafi B eitilfrumur Hlutfall B eitilfrumur Hlutfall
blédfrumur Bloéofrumur
1 2,19x10" 0,74x10° 0,034 0,60x10" 1,60x10° 0,267
2 2,25x10" 0,36x10° 0,016 3,63x10" 1,76x10° 0,048
3 1,80x10" 1,20x10° 0,067 2,20x10" 1,50x10° 0,068

B frumueinangrun a ferskum einkjarna blédfrumum kom betur Gt en einangrun & frystum frumum.
Toluverd ryrnun vard vid frystinguna og fengust einungis & bilinu 0,36-1,20x10° B eitilfrumur tr 1,80-
2,25 x10” frystum einkjarna blédfrumum medan 1,50-1,76x10° B eitilfrumur fengust ar 0,60-3,63x10°

ferskum einkjarna blédfrumum.

4.2 RNA einangrun

Hluti B eitilfrumna var tekinn fra fyrir RNA einangrun. bar sem frumur voru oftast af skornum skammti
var takmarkio ad f& sem mest magn af heildar RNA Ur sem feestum frumum og jafnframt ad halda
hreinleika synanna sem bestum. bvi var gerdur samanburdur a nokkrum fragangsadferéum B

eitilfruma fyrir RNA einangrun sem og adferdum vid RNA einangrunina sjélfa.

4.2.1 Samanburdur a fragangsadferoum

Gerdur var samanburdur a premur mismunandi fraigangsadferdum B eitilfrumna fyrir RNA einangrun.
Pad var gert til pess ad kanna hver adferdanna feeri best med frumurnar, p.e. héldi peim stédugum
med takmarkad nidurbrot svo peaer geefu sem mest magn af heildar RNA. Notast var vid 2x10° B
eitilfrumur og RNA einangrad med EZ1 BioRobot. Frumurnar voru ymist leystar upp i RNAlater bléndu,

frystar i fljétandi kofnunarefni eda notadar ferskar (sja toflu 5).
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Tafla 5. Samanburdur a fragangsadferoum B eitilfrum  na fyrir RNA einangrun.

ng/uL ML H20 Az60/Azgo Az60/A230 Heimtur (ug)
RNAlater 45,21 50 2,06 1,06 2,26
Frystar i N, 24,12 50 1,27 0,15 1,20
Ferskt 19,69 50 2,03 0,86 0,98

Synid sem var leyst upp i RNAlater blondu kom best Ut. Baedi gaf pad mestar heimtur, 2,26 ug og
var meod bestu hreinleikastudlana Ajgo/Azgo = 2,06 0g Asgo/Aszo = 1,06. Midad er vid ad Asgo/Asgo SE SEM
naest 2,0 0g Aseo/Aszp S€ heerri en 1,0 svo haegt sé ad gera rad fyrir ad synio sé tiltélulega hreint heildar

RNA og laust vid mengun af véldum lifraenna leysa.

4.2.2 Samanburdur a einangrunaradferéum

Gerdur var samanburdur & premur mismunandi RNA einangrunaradferdum i peim tilgangi ad finna pa
aoferd sem geefi mestar heimtur af hreinu RNA (r sem minnstum fjélda B eitilfrumna. Adferdirnar voru
einangrun med RNeasy mini Kit, einangrun a EZ1 BioRobot og einangrun med TRI reagent (sja toflu
6). Notast var vid 1-5x10° 6orvadar B eitiffrumur en 1-4 brunna (300.000 frumum sad/brunn) hja
Orvudum frumum. Frumurnar voru alltaf leystar upp i RNAlater bléndu fyrir einangrun, nema pegar TRI
reagent adferdin var profud, pa voru peer leystar upp i TRI reagent i stadinn. | lok einangrunar var
RNA alltaf leyst upp i 50uL af RNasa friu vatni, nema hja 66rvudum frumum med TRI reagent

adferdinni par sem RNA var leyst upp i 20 puL af RNasa friu vatni.

Heimtur heildar RNA ar 66rvudum B eitilffrumum voru & bilinu 0,72-2,40 ug Gr 1-5x10° frumum.
Orvudu frumurnar géafu talsvert meira magn af heildar RNA, eda 2,25-14,19 pg ur 1-4 brunnum. | RNA
einangrun ar 66rvudum frumum gaf EZ1 BioRobot mestar heimtur af adferdunum premur en hja peim
orvudu gaf TRI reagent mest.

Pegar litid er a hreinleikastudulinn A,0/A50 komu BioRobot og RNeasy adferdirnar betur Gt en TRI
reagent adferdin par sem studullinn var nanast alltaf yfir 2,0 sem hann nadi ekki hja TRI reagent.
Ass0/Aszg hreinleikastudullinn var naegilega har, >1,0, hja éllum synum en p6 hvad haestur med RNeasy
Mini Kit adferdinni.
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Tafla 6. Samanburdur @ premur RNA einangrunaradferd  um.

RNA einangrun med RNeasy Mini Kit, EZ1 Biorobot og TRI reagent voru bornar saman til pess ad
kanna hvada adferd geefi mestar heimtur af hreinu RNA ar sem minnstum fjélda B eitilfrumna.

Adferd Orvun Fjoldi B Leysir ng/uL Azeo/Azs0 Azeo/Az230 Heimtur

frumna (Hg)

RNeasy Mi ni Kit m. DNasa meltingu:

Syni 1 - 1x10° RNAlater 14,40 1,87 1,17 0,72
Syni 2 - 2x10° RNAlater 29,44 2,03 1,70 1,47
Syni 3 - 3x10° RNAlater 40,33 2,03 2,09 2,02
Syni 4 - 5x10° RNAlater 47,96 2,01 1,59 2,40
Syni 5 X 1 brunnur RNAlater 45,08 2,04 1,65 2,25
Syni 6 X 2 brunnar RNAlater 105,36 2,05 2,20 5,27
Syni 7 X 3 brunnar RNAlater 145,99 2,07 1,80 7,30

EZ1 BioRobot:

Syni 1 - 2x10° RNAlater 45,21 2,06 1,06 2,26

TRI reagent m. tRNA og hreinsun & MinElute sulu:

Syni 1 - 1x10° TRI reagent 39,40 1,74 1,01 0,79
Syni 2 - 3x10° TRI reagent 78,76 1,88 1,30 1,58
TRI reagent:

Syni 3 X 2 brunnar | TRI reagent 229,66 1,86 1,32 11,48
Syni 4 X 4 brunnar | TRI reagent 283,81 1,89 1,73 14,19

4.3 DNA einangrun

Likt og fyrir RNA einangrun var hluti af B eitilfrumum tekinn fra fyrir DNA einangrun. bar sem frumur
voru oftast af skornum skammti var takmarkid ad f& sem mest magn af heildar DNA 0r sem faestum
frumum og jafnframt ad halda hreinleika synanna sem bestum. bvi var gerdur samanburdur & premur
mismunandi DNA einangrunaradferdum, einangrun med QlAamp Mini Kit, einangrun meod
fendl/kléréform dtfellingu og einangrun med TRI reagent (sja téflu 7). Til samanburdar vido DNA Ur B
eitifrumum var einnig gerd DNA einangrun a raudkornapykkni sem innihélt kornfrumur. Nyeinangradar
B eitilfrumur voru frystar i fljétandi kéfnunarefni og geymdar vid -70°C adur en DNA einangrun fér fram
en raudkornapykknid var fryst beint vid -70C. Notadar voru 1-4x10° B eitilfrumur og 1-4 glos af
raudkornpykkni i pessum préfunum. i lok einangrunar var heildar DNA leyst upp i 50 pL af AE lausn,

1XTE lausn eda 8mM NaOH en heildar DNA Ur raudkornapykkni var leyst upp i 100 puL AE lausn.
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Tafla 7. Samanburdur a premur DNA einangrunaradferd  um.

DNA einangrun med QlAamp Mini Kit, fenél/klor6form Gtdreetti og TRI reagent voru bornar saman til
pess ad kanna hvada adferd gaefi mestar heimtur af hreinu DNA Gr sem minnstum fjélda B eitilfrumna.

B eitil - Raudkorna - ) ]
) DNA Leysir ng/pL A 260/A280 | AzsolA2z0 | Heimtur (ug)
frumur pykkni
QlAamp Mini Kit:
Syni 1 1x10° - AE lausn 10,94 1,69 1,93 2,19
Syni 2 2x10° - AE lausn 28,37 1,84 2,31 5,67
Syni 3 - 1 glas AE lausn 9,70 2,16 1,71 0,97
Syni 4 - 2 glés AE lausn 28,74 1,94 2,26 2,87
Fendl/kloroform Gtdrattur:
Syni 1 1x10° - 1x TE lausn -2,54 2,01 -0,07 -0,13
Syni 2 2x10° - 1x TE lausn -5,53 1,8 0,13 -0,28
Syni 3 3x10° - 1x TE lausn 3,89 2,02 0,23 0,19
Syni 4 4x10° - 1x TE lausn 19,61 1,83 -0,78 0,98
Syni 5 - 1 glas 1x TE lausn -6,01 1,96 0,16 -0,30
Syni 6 - 2 glés 1x TE lausn 317,92 1,85 2,57 15,90
TRI reagent:

Syni 1 7x10° - 8mM NaOH 56,59 0,41 0,11 2,83
Syni 2 7x10° - 8mM NaOH 93,63 0,42 0,13 4,68

Af pessum premur adferdum gaf QlAamp Mini Kit adferdin mestar heimtur vid einangrun a heildar
DNA Ur B eitilfrumum, eda 2,19 pg tr 1x10° frumum. TRI reagent adferdin gaf einnig vel af sér en par
var byrjad med toluvert fleiri frumur eda 7x10° B eitilfrumur. Einangrunin med fenol/kléréform Gtdraetti
gaf mjog lagar heimtur. Hvad hreinleika synanna vardar er midad vio ad Aygo/Azgo S€ milli 1,7-1,9 og
Aseo/Azzo S€ Yfir 1,0 hja heildar DNA. S adferd sem komst naest pessum skilyrdum var einangrun a
QlAamp Mini Kit en syni med 1x10° B eitilfrumum hafai AzgolAsgo = 1,69 0g Azeo/Azzp = 1,93. Einangrun

med TRI reagent og fendl/kléréform adferdum hafdi ekki négu gédan hreinleika.
Vid einangrun & heildar DNA ar raudkornapykkni kom QIlAamp Mini Kit adferdin einnig best at. Ur
einu glasi af raudkornapykkni nadist ad einangra 0,97 pg af heildar DNA med Axe/Azs0 = 2,16 0g

Ass0/Aszp = 1,71 svo heimtur voru frekar lagar og Asgso/Asgo Studull heldur of har.

4.4 Kimstoovarlikan

4.4.1 Einangrun B eitilfrumna

Einangrun B eitifrumna gekk almennt vel. i nokkrum tilfellum fengust p6 ekki jafn margar frumur og
vonast var eftir. | kjolfarid var feerri frumum sad & bakka og faerri frumubrunnar (300.000 frumum
sad/brunn) litadir (sja toflu 8). I einu tilfelli voru frumur hja ofursvara svo faar ad litun & degi 0 var
sleppt (GC1).
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Tafla 8. Fjoldi brunna i métefnalitun.

Misjafnt var hversu margar B frumur voru litadar en fér eftir frumufjélda sem fékkst ar einangrun.
Taflan synir fjélda brunna ar hverri tilraun sem litadir voru & hverjum timapunkti eftir 6rvun.

Ofursvari Gskylt viomid skylt viomio
Ndmer tilraunar
d7 | d14 | d21 | d7 |d14| d21 | d7 | d14 | d21

GC1 2 1 2 2 3 2 2 3 3
GC2 3 3 3 2 2 2 3 3 3
GC3 2 2 2 3 3 3 3 3 3
GC5 3 3 3 3 3 3 1 1 1
GC6 2 1 2 2 2 2 3 3 3
GC7 2 2 2 3 3 3 3 3 3
GC8 3 3 3 3 3 3 3 3 3
GC10 3 3 3 3 3 3 2 2 2
GC11 2 2 2 3 3 3 3 3 3
GC12 3 3 3 2 2 2 3 3 3
GC13 3 3 3 3 3 3 3 3 3

4.4.2 Afmorkun B eitilfrumuhéps

Eftir ad frumur hoféu verid litadar og safnad i frumufleedisja a do, d7, d14 og d21 voru gégnin skodud
med FlowJo. Byrjad var a ad teikna depilgraf (dot plot) par sem FSC (forward scatter), sem segir til um
rammal frumna, var skodad & méti SSC (side scatter), sem segir til um kyrnun. Gert var hlid utan um

lifandi eitilfrumur (sja mynd 13)
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Mynd 13. Daemi um depilgrof par sem lifandi eitilfru~ mur eru afmarkadar med hlidi.

Depilgraf var teiknad upp fyrir ofursvara, skylt viomid og 6skylt vidmid a dO, d7, d14 og d21 til ad
afmarka lifandi B eitilfrumur fra 68rum eindum. A 168rétta asnum er SSC (side scatter) en & peim
larétta er FSC (forward scatter).
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4.4.3 Greining notheefra syna

FSC/SSC depilgrof voru teiknud fyrir 61l syni og eitilfrumuhépur afmarkadur. Vié pa vinnu kom i ljés ad
i nokkrum tilfellum lifdu frumur ekki allan raektunartimann og myndudu pvi ekki afmarkadan hép sem la
haegra megin & SSC-FSC grafinu (sja mynd 14). bessir timapunktar voru deemdir 6nothaefir og teknir

ut i frekari arvinnslu.
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Mynd 14. Daemi um énothaef syni.

Hja sumum synum myndadist ekki afmarkadur hépur pegar hlid var sett vegna litils fjdlda lifandi
eitifrumna. a) GC7 dagur 21 og b) GC2 dagur 14.

i t6flu 9 er tekid saman hvada timapunktar voru nothaefir fyrir kimstodvarreektirnar. bar sem GC3
syndi aldrei lifvaenlegan frumuhép eftir 6rvun var akvedid ad taka hann Gt. Fjoldi notheefra timapunkta
jokst eftir pvi sem leid a rannsoknina. Einstaka sinnum vantadi stakan yfirbordsvidtaka/umritunarpatt a

akvednum timapunkti pott adrir hafi verid i lagi.

Tafla 9. Nothaefir timapunktar i kimstédvarraektunum.

Q.
o

Numer tilraunar
GC1
GC2
GC3
GC5
GC6
GC7
GC8
GC10
GC11
GC12
GC13

d7 |di14 |d21
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par sem MACSQuant frumufleedisjain biladi & einum timapunkti i rannsékninni purfti ad nota FACS
calibur fyrir s6fnun frumna hja GC6 degi 21, GC7 degi 14 og GC8 degi 7. Hopar a pessum
timapuntum voru dreifdari og héfdou margir hverjir ésérteeka bindingu. Engu ad sidur var akvedido ad
halda peim inni. Hins vegar bydur FACS calibur ekki upp & jafn marga litamdguleika og MACSQuant
svo ad ekki nadust nidurstodur fyrir CD38.

Mynd 15. Daemi um syni greint & FACS calibur.

Frumum sem safnad var a FACS calibur syndu ekki eins afmarkada hdopa og syni sem greind voru i
MACSQuant.

4.4.4 Mat aT eitilfrumumengun
Til pess ad kanna magn T eitilfrumumengunar i synum var hlutfall CD19 og CD3 skodad en CD3 er
viotaki & T eitilfrumum (sja mynd 16). T frumumengun var adeins til stadar a d0, yfirleitt i kringum 2-3%

og aldrei yfir 10%.
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Mynd 16. Deemi um T frumumengun.

Litli hopurinn sem liggur utan vid hlidid er CD3 jakvaedur og CD19 neikvaedur sem gefur til kynna T
frumumengun.

4.45 Tveir B eitilfrumuhopar
i nokkrum tilfellum myndudust tveir adskildir hopar eftir érvun. bessir hopar voru misjafnlega CD19
jakveedir (sja mynd 17 og toflu 10 ). Hépurinn sem var meira CD19 jakvaedur var alltaf téluvert steerri

en sa minna jakveedi.
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Mynd 17. Daemi um syni sem synir tvo misjakvaeda CD19 hopa

Tafla 10. Kimstddvarraektir med tvo hopa.

Dagur 7 Dagur 14 Dagur 21
GC8 X X
GC10 X X X
GC1l1 X X X
GC12 X X

Spurningar véknudu um edli pessara tveggja hopa, p.e. hvort badir vaeru myndadir Ur eitilfrumum i
kimstodvarsvari eda hvort annar hopurinn veeri hugsanlega myndadur Gr daudum frumum eda
hreinlega mengun af 6drum toga. Til pess ad leita svara vid pessum spurningum voru synin skodud a
depilgrafi sem haféi CD19 & méti virkjunarvidtakanum CD86. Af peim raektum sem syndu tvo adskilda

hépa var GC12 skylt vidmid pad eina par sem annar hépurinn virkjadist ekki (sja mynd 18).
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Mynd 18. Virkjun hépa i kimstédvarsvari.
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Til pess ad kanna edli tveggja adskildra hdpa var virkjunarvidtakinn CD86 teiknadur a moti CD19.
GC12 skylt vidmid var eina synid par sem annar hopurinn virkjadist ekki og var pvi tekinn fra. Hér er

GC12 kimstddvarraektin synd a degi 14.

Yfirbordsvidtakar hopanna, CD19+ og CD19++, voru skodadir enn frekar og kom i ljoés ad tjaning

var 6lik milli hopa (sja toflu 11)

Tafla 11. Samanburdur a tjaningu yfirbordssameinda

misjakveedra CD19 hopa

Tjaning

hopa CD19++ CD19+
CD86 Heerri Leegri
CD95 Heerri Leegri
CD38 Leegri Heerri
CD27 Heerri Leegri
CD70 Heerri Leegri
CD32 Ekki munur | Ekki munur

52



4.4.6 Yfirbordsvidtakar

I greiningu yfirbordsvidtaka var hlutfall jakveedra frumna og magn tjaningar (MFI, mean fluorescence
intensity) skodad sem medaltal allra kimstddvarraektana. Mjoég misjafnt var a milli reektana hversu ha
tjaningin meeldist. B frumuvidtakinn CD19 var teiknadur & méti hverjum yfirbordsvidtaka fyrir sig til ad
meta hlutfall jakveedra frumna og MFIL. | gréfunum hér & eftir eru synd medaltdl fyrir allar
kimstodvarraektir fyrir hvern flokk synagjafa. | stoku tilvikum var nidurstédum sleppt sem skaru sig
greinilega mjog mikid ar (Gtlagar) og verdur gert grein fyrir pvi. Nidurstdédur fyrir hverja tilraun ma finna

i vidauka 2 og vidauka 3.

4.46.1 CD86
Strax eftir 6rvun jokst hlutfall CD86 jakveedra frumna hratt og hélt afram ad heekka pegar leid & svarid

(sja mynd 19)
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Mynd 19. Hlutfall CD86 jakveedra frumna i kimstédvar  reektum.
Sams konar mynstur kom fram pegar magn tjaningar (MFI) var skodad fyrir CD86 med aukna
tjaningu strax eftir érvun. Auk pess syndi MFI grafid minnkandi magn CD86 tjaningar pegar leid a

svarid (sja mynd 20).

CD86 medaltal
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dagar érvunar

Mynd 20. Magn CD86 tjaningar i kimstédvarraektum.

MFI = mean fluorescence intensity
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4.46.2 CD95
Hlutfall CD95 jakvaedra frumna jokst strax eftir 6rvun, p6 ekki eins hratt og CD86, og hélt afram ad
aukast pegar leid & svarid. Undir lok kimstodvarreektunar var hlutfall CD95 jakveedra frumna ordid

nokkud stddugt eda hafdi laekkad litillega (sja mynd 21).

CD95 medaltal
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Mynd 21. Hlutfall CD95 jakveedra frumna i kimstédva  rreektum.
MFI fyrir CD95 haféi sbmu sdgu ad segja nema par kom laekkunin undir lok raektunar fram med

skyrari heetti (sja mynd 22).

CD95 medaltal
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Mynd 22. Magn CD95 tjaningar i kimstédvarraektum.

MFI = mean fluorescence intensity
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4.46.3 CD38
Hiutfall CD38 jakveedra frumna féll hratt eftir ad frumur voru Orvadar en jokst aftur undir lok

reektunar (sja mynd 23).
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0 T T . T 1
do d7 di4 d21
dagar érvunar

Mynd 23. Hlutfall CD38 jakveedra frumna i kimstddvar  reektum

MFI syndi einnig leekkun & magni CD38 tjaningar eftir drvun sem nadi sér ekki aftur 4 strik fyrr en
undir lok raektunar. Haekkunin i lok svarsins kom enn skyrar fram en hja hlutfalli jakveedra frumna (sja
mynd 24).

CD38 medaltal
1000
800
_ 600 A
= N
= =—4— ofursvarar
400
- = = Oskyldvidmid
200 —=
)k skyld vidmid
0 T T T 1
do d7 di4 d21
dagar érvunar

Mynd 24. Magn CD38 tjaningar i kimstodvarraektum.

MFI = mean fluorescence intensity
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4464 CD27
Hlutfall CD27 jakveedra frumna haekkadi smam saman pegar leid a svarid en féll litillega undir lokin

(sja mynd 25)

50

45 . CD27 medaltal

- 40 =] —
£ 35 7
7

Z 30 ,/:f
p )
S 25 /’7' —4—ofursvarar
FH 20 yd
=
£ L '/ — B Oskyldvidmio
= 10 skyld vidmid

5

0 T T T 1

do d7 di4 d21
dagar érvunar

Mynd 25. Hlutfall CD27 jakveedra frumna i kimstddvar  reektum

Pegar magn tjaningar var skodad fyrir CD27 kom fram ferill 6likur peim sem sast hja hlutfalli CD27
jakveedra frumna (sja mynd 26). Eftir orvun haekkadi magn tjaningar hratt en féll aftur talsvert a degi

14. Undir lok svarsins jékst tjaning ad nyju og nadi hamarki.

CD27 medaltal

1000

800

600
/ —— ofursvarar
400

= W= Oskyldvidmid
200
skyld viomid

MPFI

do d7 di4 d21

dagar érvunar

Mynd 26. Magn CD27 tjaningar i kimstédvarraektum.

MFI = mean fluorescence intensity

4.46.5 CD70
Hlutfall CD70 jakveedra frumna jokst pegar leid & svarid en féll eftir dag 14 (sja mynd 27). Skyldu
viomidin fylgdu ekki ferlum ofursvara og éskyldra vidmida en pegar tveir Utlagar voru fjarleegdir syndu

allir ferlarnir sams konar mynstur (sja mynd 28).
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CD70 medaltal

14
s 12
g 10 2
p
T 8 /\....
S / \! —t4— ofursvarar
§ ,./
= 4 = B~ Oskyldviomid
S 2 / skyld vidmid

0 /I T T 1

do d7 dl4d d21
dagar érvunar

Mynd 27. Hlutfall CD70 jakveedra frumna i kimstodvar  reekt.

CD70 medaltal
12
< 10
£ Y
g 8 4 i
S © )‘l/ g ofursvarar
8 4
z -7 —® 6skyldvidmid
RN
® 0 I/ : : . skyld vidmid
do d7 dl4 d21
dagar érvunar

Mynd 28. Leidrétt hlutfall CD70 jakvaedra frumna ik  imstédvarraekt.

Tveir punktar GC11 skylt viomid a degi 21 og GC12 skylt vidmid & degi 7 skaru sig ar og voru pvi
fiarleegair.

MFI graf syndi enn skyrari mynd um aukna CD70 tjaningu eftir 6rvun (sja mynd 29). par reis CD70
tjaning mjog hratt upp skémmu eftir 6rvun en féll aftur pegar leid & svarid. Aftur féllu skyldu vidmidin
ekki ofan i ferla ofursvarans og 6skylda vidmidsins en hégudu sér pé eins pétt magn tjaningar veeri

ekki eins mikid.

57



CD70 medaltal

200

A\
w ] N\

% —4—ofursvarar
50 / \'\:— = B Gskyldvidmid
/ - skyld viomid
o & . . .
do d7 di4 d21
dagar érvunar

Mynd 29. Magn CD70 tjaningar i kimstodvarraektum.

MFI = mean fluorescence intensity.

4.46.6 CD32
Hlutfall CD32 jdkveedra frumna féll hratt eftir 6rvun og nadi sér ekki upp eftir pad (sja mynd 30).
CD32 medaltal
120
£ 100 —r\
2 80 \
s 60 \ =—4—ofursvarar
§ 40
= \_\' — B 6skyldvidmid
— 20
= 0 | i, skyld vidmid
do d7 dl4d d21
dagar érvunar

Mynd 30. Hlutfall CD32 jakveedra frumna i kimstédvar  reektum.

Magn tjaningar syndi sams konar mynstur par sem tjaning CD32 féll mjog hratt eftir 6rvun og for

aldrei upp eftir pad.
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CD32 medaltal

6000
5000 N
4000 \\\

% 3000 \ =—4— ofursvarar
2000 'R\ — B Oskyld viomid
1000 ™ skyld vidmid

0 , Tl

dagar érvunar

Mynd 31. Magn CD32 tjaningar i kimstodvarraektum.

MFI = mean fluorescence intensity

Ofursvarar, skyld og 6skyld viomid fylgdu 6ll sams konar mynstri pegar medaltjaning yfirbordsvidtaka
var skodud, hvort sem er med hlutfalli jakveedra frumna eda magni tjaningar. begar kimstédvarraektir
voru skodadar hver fyrir sig, p.e. stakur ofursvari &samt samsvarandi skyldu og 6skyldu vidmidi komu

heldur engin afbrigdi fram (sja vidauka 2 og 3)

4.4.7 Umritunarpaettir
4.47.1 PAXS5 6nothaefur

Pegar depilgrof fyrir umritunarpattinn PAX5 voru skodud kom i ljés ad is6typuvidmid voru gifurlega
h& eftir 6rvun (sja mynd 32). bvi var tekin akvérdun um ad sleppa PAX5 enda ekki mikid ad marka
Utreikninga & hlutfalli jAkveedra frumna og MFI pegar baedi syni og isotypuviomio falla svo ofarlega &
depilgrafinu.

ofursvari Gskylt vidmid skylt vidmid

syni : .

isotypwviemis 5 |
-y

Mynd 32. Daemi um PAXS5 litun.
Ekki var heegt ad nota PAX5 vegna harra isotypuviomioa.
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4.4.7.2 Tjaning umritunarpattanna BCL6 og BLIMP1
Pegar hlutfall jakvaedra frumna fyrir umritunarpattunum BCL6 og BLIMP1 var skodad kom i ljos ad

tjaning var mjog breytileg eftir reektum og virtist tilviljanakennd (sja mynd 33 og vidauka 4)

BCL-6
—GC1
ig —GC2
(1]

S 0 /\_— ,\ ——GC5
Z s0 /2 AN GC6
5 40 I A \}/ \ —GC7

s 0 5K
A %4[ AN ——GC8
* 10 - ' e GC10
0 - . . . GC11
do d7 d14 d21 GC12
dagar orvunar e GC13

Mynd 33. Hiutfall BCL-6 jakveedra frumna.

Hér er hlutfall 6skyldra vidmida tekido saman fyrir allar kimstddvarraektirnar.

—GC1
120 — O
o 100 — ——GC5
£ 80 - '
5 — GO
Y 60 ——— —GC7
® 40 - ——GC8
=
s 20 ,/ \ \/ GC10
° 0] / T v T T 1 S
20 do d7 d14a d21 GC12
dagar érvunar —GC13

Mynd 34. Hiutfall BLIMP1 jdkvaedra frumna.

Hér er hlutfall 6skyldra vidmida tekid saman fyrir allar kimstédvarraektirnar.

Pad var pvi dkvedid ad skoda magn tjaningar (MFI) fyrir umritunarpaettina BCL-6 og BLIMP1 fyrir
hverja tilraun fyrir sig (sja& mynd 35 og mynd 36). Tjaning umritunarpattana gaf mjog breytilegt mynstur
eftir kimstddvarraektum og virtist ekki alltaf fylgja reglubundnu mynstri. Auk pess virtust ofursvari, skylt

og 6skylt viomio ekki endilega fylgja sama tjaningarmynstrinu.
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GC2

dagar orvunar

20000 GC1 8000
15000 6000 N
% 10000 - J\ % 4000 L\
5000 / \. 2000 \
0 T T 1 0
do d7 di4
do B d7
dagar Grvunar dagar drvunar
GC5 GC6
200 3000
_ B0 2000 NG/
NN
50 1000 /
0] —4.‘7--—-i 1 0] T T i
do i d7 do d7 dia  d21
dagar orvunar dagar Grvunar
GC8
1500 GC7 1500
1000 __ 1000
= \ &
= 500 500
do d7 d14 do d7 d14 d21
dagar orvunar dagar orvunar
GC10
400 1500 GC11
300 — S -
- i _ 1000
= 200-————————;;‘55 : “
2 \ S PAN
100 / N 500 / \/.
0 = f 0 o =i ' T
do d7 d14 d21 do d7 d14 d21

dagar orvunar
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6000

4000

MFI

2000

GC12

/A

/

do d7 did d21
dagar orvunar

GC13

8000
6000 A\

£ 4000 / \
2000 Aﬁ\'

0 T T - T 2

do d7 d14 d21
Dagar orvunar

Mynd 35. Magn BCL-6 tjaningar i kimstodvarreektum.

Kimstodvarraektirnar tiu h6fou mjog breytilega MFI tjaningu fyrir umritunarpattinn BCL-6. Rauda linan
taknar ofursvara, fjélublada linan 6skylt viomid og graena linan skylt vidmid. MFI = mean fluorescence

intensity
GC1 GC2
_ 20000 — B N
S £ 5000
10000 \
0 T T 1 0 .
do d7 di4 40 47
dagar 6rvunar dagar drvunar
G(C5
4000 GC6
1500
3000
1000 ° _
E s 2000
>00 — 1000 \
0 0 1 1 1 1
do d7 do d7 d14 d21
dagar orvunar dagar Grvunar
GC7 GC8
3000 6000
2000 :\ _ 4000
1000 2000 V
0 T T 1 0 . .
do d7 d14 do 7 d14 d21
dagar orvunar dagar drvunar
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GC10 GC11
6000 8000
4000 " _ 6000 /
0 v T T 0 T T T
do d7 d14 dz21 do d7 d14 d21
dagar orvunar dagar Grvunar
20000 GC12 15000 GC13

MFI

20000 Vi 10000
L N\
AN
10000 ; r : : ' 5000 / ‘;,*
0 T T T 0

do d7 d14 d21 do d7 d14 d21
dagar 6rvunar dagar drvunar

Mynd 36. Magn BLIMPL1 tjaningar i kimstédvarraektum.

Kimstddvarraektirnar tiu h6féu mjog breytilega MFI tjaningu fyrir umritunarpattinn BLIMP1. Rauda linan
taknar ofursvara, fj6lublaa linan déskylt viomid og greena linan skylt viomid. MFI = mean fluorescence
intensity

4.4.7.3 Hiutfall BLIMP1 og BCL-6 tjaningar

bar sem tjaning umritunarpétta var mjog breytileg eftir reektum var brugdid a pad rad ad skoda pa
saman. bar sem BLIMP1 og BCL-6 hafa hindrandi ahrif & hvorn annan og tjaning BLIMP1 aetti ad
aukast i kimstddvarsvari & kostnad BCL-6 tjaningar var akvedid ad skoda hlutfall BLIMP1/BCL-6.

Pegar pad var gert kom athyglisvert mynstur i ljés (sja mynd 37)

6
4000
Ger oy : GC2
3000 / 4
™ = /
£ 2000 / &3 /
1000 LN 2
0 ! ! @ 0] T T T 1
do d7 d14 d21 do d7 dia d21
dagar orvunar dagar orvunar
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- 500
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do d7 d1a d21 do d7 d14 d21
dagar orvunar dagar orvunar
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do d7 di4 d21 do d7 di4  d21
dagar orvunar dagar orvunar
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o d7  di4  d21 d d7 di4 d2l
dagar orvunar dagar orvunar
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25 / 50 4 Y
20 7 20 -\ /\ - 1500
s 15 = 30 \ /[ N\ 1000 &
> \ / \ >
10 20 1 00
[Ny 10 ?&(
0 T T T ] 0 T L—,_-‘. 0
do d7 dig d21 do d7 dig d21
dagar orvunar dagar orvunar
Mynd 37. Hiutfall BLIMP1/BCL-6 tjaningar i kimstédv  arreektum.

Blda linan taknar ofursvara, rauda linan dskylt viomid og greena linan skylt viomid. MFI = mean
fluorescence intensity.

Kimstddvarraektirnar syndu breytilegt BLIMP1/BCL-6 mynstur. Talid var hversu oft ofursvari, skylt
viomid og Oskylt viomid skaru sig Ur pegar hlutfall BLIMP1 og BCL-6 var skodad eftir érvun.
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Ofursvarinn gaf haesta BLIMP1/BCL-6 hlutfallid i reektum GC1, GC2, GC5, GC6, GC7, GC8 og GC11,
skylda viomidio i GC10 og GC13 og 6skylda vidmidid i GC12 (sja toflu 13)

Tafla 12. Fjoldi heesta gildis fyrir BLIMP1/BCL-6 tj  &ningu hja ofursvérum og vidmidum.
Talid var hversu oft hvor hopur, ofursvarar og vidmid héféu heesta BLIMP1/BCL-6 hlutfallid

Ofursvari Viomio Alls
Raungildi 7 3 10
Veentigildi 10/3 2 x 10/3 10

Rannsoéknartilgata var sett fram um ad ofursvarar syndu frekar afbrigdi i BLIMP1/BCL-6 hlutfalli en
viomidin. Notast var vid ki-kvadrat prof med leidréttingu vegna farra gilda par ki-kvadrat meeldist 6,05

og p-gildi 0,02 svo afbrigdileiki ofursvara i hlutfalli BLIMP1/BCL-6 reyndist marktaekur
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5 Umreeda

Fleiri B eitilfrumur fengust pegar notast var vid fersk einkjarna bl6dsyni en fryst syni. Til ad f4 sem
mest magn af heildar RNA (r sem minnstum fjolda B eitilfrumna reyndist best ad geyma frumurnar i
RNAlater og einangra svo med RNeasy Mini Kit. Til ad f& sem mest magn af DNA Ur sem minnstum
fiolda B eitilfrumna reyndist best ad einangra B eitilfrumur og raudkornapykkni med QlAamp Mini Kit.
Pessar einangrunaradferdir verda notadar i naestu afdngum pessa verkefnis par sem genatjaning og

litningaafbrigdi verda skodud.

Kimstédvarlikanid reyndist endurspegla mjég vel raunverulegt kimstodvarsvar B eitilfrumna.
Ofursvarar syndu engin afbrigdi i tjaningu yfirbordsvidtakanna CD86, CD95, CD38, CD27, CD70 og
CD32 samanborid vid viomid. Tjaning BCL-6 og BLIMP1 var mjog breytileg hja kimstodvarreektum en
ma skyra vegna tilviljunarkenndrar tjaningar umritunarpatta. Ofursvarar syndu haerra BLIMP1/BCL-6
hlutfall i kimstodvarvidbragdinu samanborid vid vidmid sem gefur til kynna ad frumur ofursvara séu
talsvert liklegri til ad sérheefast i plasmafrumur en frumur viomida.

5.1 Samanburdur & ferskum og frystum synum
| pessa rannsékn purfti mikinn fiélda B eitilfrumna. bvi var 16gd nokkur vinna i ad fa sem flestar frumur

ar peim 60 mL af bl6di sem teknir voru.

Hlutfall B frumna sem einangradar voru Ur ferskum frumum fra synagjafa 1 meeldist téluvert heerra
en hlutfall i 68rum synum. bar sem fjoldi einkjarna blé&frumna var talsvert leegri ar ferskum frumum fra

synagjafa 1 en fjoldi B frumna var svipadur, er liklegt ad talning einkjarna B frumna hafi misfarist.

Feerri B frumur fengust pegar einkjarna blodfrumur voru frystar fyrir &framhaldandi einangrun en
pegar unnid var med paer ferskar. bott vandad hafi verid til verka virtist frysting valda alagi a frumurnar
svo hluti peirra dé og frumunum faekkadi. Pvi var akvedid ad vinna med ferskar frumur pratt fyrir lengri

vinnudaga a rannsoknarstofunni.

5.2 RNA einangrun
pegar profadar voru mismunandi fragangsadferdir a B frumum fyrir RNA einangrun kom best Gt ad
leysa frumurnar upp i RNAlater blondu. Adferdin gaf mestar heimtur og bestu hreinleikastudlana og

var pvi valin fyrir framhald rannséknarinnar.

i samanburdi & RNA einangrun med RNeasy Mini kit, EZ1 BioRobot og TRI reagent géafu allar
aoferoir tiltdlulega Iitid® magn af heildar RNA. Lagmarksmagn af heildar RNA il
genatjaningarrannsékna er 5ug (skv. NimbleGen). Engin adferdanna nadi pessu lagmarksmagni,
jafnvel pott notadar hefdu verid allt ad 5x10° B eitilfrumur. bvi var akvedid ad magna synin en til pess

parf 200 pg af heildar RNA sem allar adferdirnar uppfylltu.

Orvadar frumur gafu naegar RNA heimtur til ad vera notadar an moégnunar. Til pess ad geeta
samraemis var hins vegar akvedid ad nota sému einangrunaradferd og mégnun likt og fyrir 66rvadar
frumur. Fyrir RNA einangrun reyndist pvi nég ad taka 1x10° frumur fra & degi 0 og sa i einn brunn sem
var hirtur a degi 14.
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Pegar hreinleikastudlar voru skodadir var TRI reagent adferdin strax Utilokud par sem Aggo/Asgo
hreinleikastudullinn nadi aldrei yfir 2,0. RNeasy og BioRobot adferdirnar gafu badar aseettanlega
hreinleikastudla en akvedio var ad velja RNeasy adferdina fram yfir hina par sem han haféi o6rlitio
haerri Aygo/Azzo hreinleikastudul. Auk pess er RNeasy adferdin fljétlegust af adferdunum premur og

fyrirhafnarminnst i framkvaemd par sem hin haféi faest skref og feestar lausnir.

5.3 DNA einangrun:

Pegar samanburdur var gerdur a DNA einangrun med QlAamp Mini Mit, fenol/kléréform Gtdreetti og
TRI reagent adferoum kom QlAamp adferdin best Gt. Adferdin gaf baedi mestar heimtur og hafdi mesta
hreinleikann. Ur 1x10° B eitilfrumum fengust 2,19 pg sem er vel yfir peim 1,5 pug sem parf til CGH
meelinga. Auk pess var einangrun med QlAamp adferdinni fljétlegust og fyrirhafnarminnst par sem hin
haféi faest skref og feestar lausnir. Nog reyndist ad taka 1x10° B eitilfrumur fra fyrir DNA einangrun

sem sidan voru einangradar med QlAamp adferd i framhaldi pessarar rannséknar.

Einangrun med fendl/kléréform Utdraetti gaf stundum neikvaedar heimtur. Liklegast hefur litid sem
ekkert magn fengist Ur einangruninni sem trufladi meelinn svo neikvaedar heimtur meaeldust. begar

byrjad var med meira frumumagn var petta ekki lengur vandamal.

DNA einangrun Ur raudkornapykkni kom einnig best it med QlAamp Mini Kit adferdinni. bétt
heimtur veeru ekki vandamal par sem nég var til af raudkornapykkni komu hreinleikastudlar ekki alveg
jafn vel Gt og vonast var til. Liklegast er haegt ad fa betri hreinleika med pvi ad vanda betur til
upphafsskrefa einangrunarinnar, p.e. pegar raudu blédkornin voru sprengd og hreinsud fra. Tvo glos
af raudkornapykkni voru latin duga og frekari adferdaproun 16go i hendur annars meistaranema. Syni
6 sem einangrad var med fendél/kléroform adferdinni gaf téluvert meiri heimtur en énnur syni. Liklegast
hefur ekki tekist naeginlega vel ad hreinsa adrar frumur ar raudkornapykkninu og pvi maeldust heimtur

svo miklar.

5.4 Kimstoovarlikan

5.4.1 Einangrun B eitilfrumna

Einangrun B eitilfrumna gekk yfirleitt vel og gaf naegan frumufjolda til ad skoda svipgerd baedi 6rvadra
og 66rvadra frumna. P6 fengust stundum feerri frumur en vonast var eftir, sérstaklega Ur fyrstu
kimstodvarreektunum. Hugsanlegar asteedur fyrir faum frumum eru margvislegar. Liklegasta skyringin
er s ad vinnubrdgd voru ekki ordin mjog aefd i fyrstu tilraununum og pvi leid oft mjég langur timi fra
upphafi til loka einangrunar. Onnur skyring geeti verid ad oft leid langur timi, allt ad 18 kist, fra pvi bl6d
var tekid og pangaad til einangrun héfst, par sem sum synin voru fengin ar 66rum landshlutum og purfti
ao flytja til Reykjavikur. Mégulega hafa einangrunaradferdir lika verid of harkalegar en p6 er ekki
margt sem bendir til pess par sem frumufjoldi var ekki vandamal pegar leid & rannséknina.
Hugsanlega hefur aldur patttakenda haft ahrif a frumufjolda par sem hilutfall CD19 jakveedra frumna

minnkar med auknum aldri p6tt tengsl pessara patta hafi ekki verid augljés (Morbach et al., 2010).
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5.4.2 Afmorkun B eitilfrumuhops

Yfirleitt var audvelt ad afmarka hop lifandi eitilfrumna fra 6drum eindum pegar depilgraf var teiknad
med SSC & moéti FSC. Frumurnar myndudu péttan hop sem la lengra til haegri & larétta asnum og
hoéféu pvi meira rimmal en adrar eindir i synunum. P6 kom fyrir, sérstaklega pegar frumur voru i faar,
ao héparnir voru ekki skyrt afmarkadir og féllu ad hluta til ofan i hvorn annan. bad bendir til mikilveegis

pess ad hafa mikinn frumufjélda i hverju syni pegar svipgerd er skodud med fleedifrumusja.

5.4.3 Greining notheefra syna

Hluti syna var deemdur énothaefur par sem ekki myndadist afmarkadur lifandi eitilfrumuhdpur. Oftast
var petta hja synum sem hoféu litinn frumufjdlda eftir einangrun og bendir til pess ad B frumur veiti
naudsynlegar umhverfisadsteedur fyrir kimstodvarhvarfid. [ faeinum tilfellum fékkst pokkalegur
frumufjéldi Gr einangrun en samt sem adur lifdu frumurnar ekki allan raektunartimann og virtust
vidkveemari. Onotheef syni vegna frumudauda voru ekki vandamal i seinni hluta rannsoknarinnar.
Minnkandi lifslikur i kimstodvarreekt virdast pvi tengjast litlum frumufjolda og I6ngum einangrunartima.
I seinni tilraunum rannséknarinnar var enn ad finna myndarlegan frumuhép i lok reektunartimans. bad
hefdi pvi verid athyglisvert ad halda kimstddvarraektunum lengur i gangi en prjar vikur til ad fa skyrari

mynd af hvarfinu i heild sinni.

I nokkrum tilfellum komu einstaka yfirbordsvidtakar/umritunarpeettir illa Gt pétt synid i heildina hafi
verid i lagi. Liklegasta skyringin er su ad ekki hafi verid vandad naegjanlega til vid moétefnalitun eda ad
frumum hafi verio misskipt & milli synaglasa. Einnig getur verid ad frumurnar hafi ekki polad harkalegar
aoferdir vid litunina sem félu m.a. i sér ad gera frumurnar gegndraepar og ad skilja peaer nidur og leysa
upp & vixl. Sem betur fer var tiltekid motefni ad finna i fleiri en einu synaglasi og hafdi pvi ekki ahrif &

nidurstoédur rannséknarinnar.

Hépar voru ekki eins skyrir pegar frumum var safnad & FACS calibur og pegar peim var safnad a
MACSQuant. Mikil vinna var 16go i ad proa stillingar & MACSQuant sem hentadi pessari gerd syna
sem best. Notkun FACS calibur kom hins vegar 6veent upp par sem MACSQuant frumufleedisjain
biladi og pvi gafst ekki timi i ad finstilla teekid. Auk pess fér séfnun a FACS calibur ekki fram fyrr en

nokkrum dégum eftir litun, 6likt s6fnun & MACSQuant sem var yfirleitt lokid innan sélarhrings.

5.4.4 MataT eitilfrumumengun

T frumumengun var alltaf til stadar & dO svo CD19 B frumueinagrun & LS sulu gaf ekki af sér algjorlega
hrein syni. Hugsanlega hefdi verid hsegt ad minnka mengun med pvi ad renna synunum aftur i
gegnum suUlu en pa hefdi einnig ordid ryrnun a frumufjélda. Mengun var Yfirleitt ekki til stadar eftir
Orvun a degi 7, 14 og 21 svo T frumur hafa daid pegar leid a svarid. Pad bendir til pess ad eingdngu B

frumur hafi 6rvast og kimstédvarraektunin sé sérteek fyir B eitilfrumur, eins og han atti ad vera.

5.4.5 Tveir B eitilfrumuhdpar
Hja nokkrum synum komu fram tveir misjakvaedir CD19 hopar pegar leid a kimstédvarsvarid par sem
CD19++ hépurinn var alltaf steerri en CD19+ hépurinn. Spurningar voknudu um edli pessa hdpa og pvi

var virkjunarvidtakinn CD86 skodadur sérstaklega. Badir hopar virkjudust i ollum tilfellum nema hja
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GC12 skyldu vidmidi. Liklegast hefur verid um mengun ad reeda, mogulega af voldum T frumna, en
petta syni haféi 6venjulega hatt hlutfall CD3 jakveedra frumna til stadar pétt langt veeri lidid &
kimstédvarsvarid. Virkjun hépanna tveggja i 6drum synum bendir til ad badir hépar hafi verid gerdir Gr

B eitilfrumum og var svipgerd peirra pvi skodud enn frekar.

par sem CD19++ hépurinn haféi haerra hlutfall virkjunarvidtakans CD86, daudavidotakans CD95 og
kimstodvarvidtakans CD70 og leegra hlutfall plasmafrumuviotakans CD38 a seinni timapunktum
raeektunarinnar ma alykta ad CD19++ hépurinn hafi verid lengur ad taka vid sér i kimstédvarlikaninu en
CD19+ hépurinn (sja toflu 1).

Pegar magn tjaningar (MFI) var skodad fyrir CD27 vidtakann kom i ljés ad CD19++ hopurinn haféi
téluvert heerra MFI en CD19+ hépurinn. bad gefur til kynna ad CD19+ hOpurinn sé gerdur Ur
minnisfrumum en peer hafa leegri CD27 tjaningu en plasmafrumur (Bataille et al., 2006). CD19++
hopurinn er pa liklegast gerdur Ur 6reyndum B frumum sem kemur heim og saman vid ad peer bregdist
haegar vid i kimstédvarhvarfinu. pessir misjakveedu CD19 hdpar sem myndast i kimstédvarhvarfinu

vekja upp margar spurningar og parfnast frekari rannsokna.

5.4.6 Yfirbordsvidtakar

Yfirbordsvidtakarnir hdgudu sér eins og vid var ad buast. Orvun med CD40L CHO frumum virdist pvi
valda krosstengslum vid CD40 vidtakann & B frumum og likja eftir raunverulegri virkjun ,in vivo“. CHO
frumurnar gegna hugsanlega einnig hlutverki sem 6pekktur vaki og valda framleidslu merkja gegnum

B frumu vidtaka.

Tjaning CD86, sem kemur fram & yfirbordi B frumna eftir virkjun, jokst hratt eftir 6rvun (Engel et al.,
1994). Magn tjaningar hélt afram ad aukast pegar leid & svarid en minnkadi litillega undir lokin og
gefur til kynna ad érvunin hafi virkad sem skyldi. Hugsanlega hefdi enn frekari minnkun att sér stad
hefdi hvarfinu verid fylgt lengur eftir.

CD95 kemur fram & frumum & leid i styrdan frumudauda (Rossi & Gaidano, 2003). Tjaning hans
syndi svipad mynstur og CD86 par sem hann haekkadi eftir drvun en leekkadi litillega i lok raektunar.
Pessi mikli frumudaudi i seinni hluta svarsins gefur til kynna adé pa hafi frumurnar verid ad ganga i
gegnum saekniproskun par sem einungis faeinar frumur eru valdar Ur vegna beettrar seekni i vaka.
Liklegast hefur hluti CD95 jakveedra frumna ekki gengid i gegnum kimstddvarhvarf og daid af 6drum

orsokum.

CD38 er vidtaki a plasmafrumum og 6reestum B frumum (Morbach et al., 2010; Vale & Schroeder,
2010). Morbach og félagar skodudu svipgerd B eitilfrumna i bl6di par sem i ljos kom ad u.p.b. 65% B
frumna i bl6di eru éreyndar frumur sem tja CD38 vidtaka (Morbach et al., 2010). Tjaning CD38 vidtaka
hja 66rvudum frumum i kimstodvarlikaninu var i samraemi vid pessar nidurstodur pott medaltjaning
hafi meelst milli 70-80%. begar leid & svarid minnkadi CD38 tjaning en jékst svo aftur i lokin. bad gefur
til kynna ad hluti frumna hafi komist i gegnum kimstddvarsvarid og sérheefst i motefnaseytandi

plasmafrumur.

Hlutfall CD27 jakveaedra frumna jokst pegar leid & svarid og endurspeglar aukid hlutfall plasma- og
minnisfrumna (Bataille et al., 2006). Adur en frumur voru 6érvadar var medalhlutfall jakvaedra frumna i

bl6oi teeplega 15%. petta hlutfall er nokkud leegra en hlutfall CD27 jakveedra frumna sem meeldist hja
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Morbach og félégum (28%) en endurspeglar hlutfall minnisfrumna i bl6di (Morbach et al., 2010). MFI
syndi olikan feril par sem magn tjaningar jokst eftir orvun, féll talsvert a degi 14 en jokst aftur og nadi
hamarki undir lok svarsins. pessi sveiflukenndi ferill er i samreemi vid misjakvaeda CD19 hépa og
stadfestir ad CD27 jakvaedar frumur skiptist i tvo hdpa, frumur med haa tjaningu og frumur med laga
tjaningu (Bataille et al., 2006). bar sem plasmafrumur hafa hda CD27 tjaningu virtust paer vera rikjandi
skémmu eftir 6rvun. A degi 14 hafdi hlutfall minnisfrumna, sem hafa laga CD27 tjaningu, aukist en
plasmafrumur urdu aftur rikjandi undir loks svarsins. | byrjun svarsins var plasmafrumuhépurinn pvi
liklega myndadur Ur vidbragdsfljotum minnisfrumum Ur blédi sem sérhaefdust i plasmafrumur. Undir lok
svarsins atti plasmafrumuhopurinn aftur & méti uppruna sinn i éreyndum B eitilfrumum (Radbruch et
al., 2006).

CD70 vidtakinn er tjadur i skamma stund hja frumum i kimst6dvarhvarfi (Arens et al., 2004).
Tjaning hans jokst hratt eftir 6rvun eins og vid var ad blast og féll svo hratt aftur pegar leio a svarid
sem stadfestir ad hluti frumna hafi gengio i gegnum kimstddvarsvar. Medaltal skyldra viomida féll ekki
ao ferlum ofursvara og éskyldra viomida en syndi p6 sama mynstur. begar tveir Gtlagar voru fjarlaegdir
syndu skyldu vidmidin hins vegar engin afbrigdi. Pad bendir til pess ad skyld vidmid syni ekki afbrigdi i
CD70 tjaningu heldur eingéngu pessir einstaklingar & pessum timapunktum. Hugsanlega hefur
eitthvad misfarist vio motefnalitunina.

Langlifar plasmafrumur tja CD32 vidtaka & yfirbordi (Murphy et al., 2008). Oérvadar frumur syndu
mjog haa tjaningu CD32 vidtakans sem er i samraemi vid adrar rannsoéknir, t.d Sandilands og félaga
(Sandilands et al., 1995). Eftir 6rvun i kimstédvarlikaninu féll CD32 tjaning hratt og nadi sér aldrei aftur
a strik. bar sem tilgangur sameindarinnar er ad hindra moétefnaframleidslu er naudsynlegt ad beela
CD32 tjaningu medan kimstodvarsvario fer fram svo frumur geti sérheefst i métefnaseytandi frumur
(Rudge et al., 2002). pPad kom nokkud & dvart ad medaltjaning CD32 hafi ekki aukist pegar leid a
svarid pott pad hafi gerst i einstaka tilfellum (sja vidauka 2 og 3). Hugsanlega hafa umhverfisadstaedur
ekki verid akjosanlegar fyrir myndun langlifra plasmafrumna. IL-6 er naudsynlegt bodefni fyrir vidhald
langlifra plasmafrumna sem B frumur sja sjalfar um ad framleida ef IL-4 er til stadar (Gantner et al.,
2003). Orvun i gegnum CD40 vidtaka veldur einnig framleidslu IL-6 og IL-10 (Burdin et al., 1995).
Moégulega hefur IL-6 framleidsla ekki verid naegjanleg til ad halda frumum sem langlifum
plasmafrumum og pvi heféi purft ad baeta bodefninu i reektina. Onnur skyring skorts & CD32
jakveedum frumum geeti verid ad kimstodvarreektin hefdi purft lengri tima. | seinni hluta
rannsoknarinnar var enn stor frumuhépur a lifi i lok kimstédvarraektinnar. Mogulega purfa frumurnar
lengri tima til ad klara svarid en gerist ,in vivo“ og e.t.v. hefdi sést aukning & CD32 tjaningu ef

raektunum hefdi verid fylgt lengur eftir.

Pad sama ma segja um adra yfirbordsviotaka. Ef reektunartimi hefdi verid aukinn hefédi CD86
mogulega laekkad enn meira og CD38 og CD27 aukist enn frekar. Kimstodvarlikanid virdist pvi ekki na
toppi a degi 10-14 (Shapiro-Shelef and Calame, 2005) heldur adeins seinna pott misjafnt hafi verid
eftir reektunum hversu fljétar peer voru ad taka vid sér.

Nidurstddur eru i samraemi vid fyrri &fanga pessarar rannséknar par sem frumur voru érvadar med
pokeweed eitilfrumuraesi og syndi ad flestu leyti sams konar tjaningarmynstur fyrir yfirbordsvidtaka a

14. degi (Ogmundsdottir et al., 2011). Hins vegar eru nidurstédur frabrugdnar ad einu leyti. | pessari
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rannsokn syndu ofursvarar ekki afbrigdi i neinum yfirbordsvidotaka pegar tjaning var borin saman vid
skyld og 6skyld vidmid. | 6rvun med eitilfrumursesa kom hins vegar fram haerra hlutfall CD27 tjaningar
medal ofursvara en vidmida. Par sem kimstédvarlikanid likir betur eftir raunverulegri érvun B frumna

bendir fatt til pess ad ofursvarar séu frabrugdnir i tjaningu yfirbordsvidtaka.

Nokkrar adrar rannséknir hafa verid gerdar par sem likt er eftir kimstédvarhvarfi med gédoum
arangri (m.a. Burdin et al., 1995; Duddy et al., 2004; Galibert et al., 1996; Gantner et al., 2003; Neron
et al., 2005). | sumum pessara rannsdkna voru notadir vakar eda motefni sértaek fyrir BCR eda CD40
en i 66rum var notast vid CD40L erféabreyttar frumur. Algengustu bodefnin sem baett var vid raektina
voru IL-2, IL-4, IL-5, IL-6 og IL-10. Po6tt einungis hafi verid notast vid CD40L CHO frumur og IL-4 i
pessari rannsékn fylgdi tjaning yfirbordsvidtaka i kimstddvarlikaninu sama mynstri og hdn gerir ,in

vivo“. bad gefur til kynna ad kimstédvarlikanid endurspegli raunverulegt kimstodvarsvar B eitilfrumna.

5.4.7 Umritunarpaettir

5.4.7.1 Pax5 énotheefur

Ekki var heegt ad reikna mismun PAX5 jdkvaedra syna og isOtypuviomida vegna harrar tjaningar
isotypuviomida eftir 6rvun. Af peim sékum var PAX5 sleppt i frekari Urvinnslu pessa verkefnis.
Mogulega hefur motefnid ekki verid ndgu gott par sem ekki var mikid frambod af PAX5 motefnum. Auk
pess var métefnio fjdlstofna og pvi meiri likur a ad pad hafi bundist 66rum eindum en PAX5 med
Osértaekri bindingu. Adur en syni voru einangrud og greind i frumufleedisja hefdi purft ad préfa
motefnalitun med PAXS5 betur en gert var og sérstaklega ad skoda betur tjaningu isétypuvidmidsins

eftir drvun sem var 6edlilega ha.

5.4.7.2 Tjaning BCL-6 og BLIMP1

Hiutfall BCL-6 jakveedra frumna var mjog breytilegt eftir reektum og virtist ekki syna dkvedid mynstur.
Pad sama métti segja um hlutfall BLIMP1 jdkvaedra frumna. bPad var pvi dkvedid ad skoda magn
tjaningar i peirri von ad han geefi betri mynd.

Svipada sOgu var ad segja um magn tjaningar hja umritunarpattunum. Buist var vid ad skommu
eftir drvun myndi BCL-6 tjaning aukast hratt en falla aftur pegar leid & svarid (Klein & Dalla-Favera,
2008). Slikur ferill kom fram hja hluta kimstodvarreekta en alls ekki 6llum. Tjaning BCL-6 var pvi mjog
breytileg eftir reektum. Fyrirfram var talid ad magn tjaningar hja BLIMP1 myndi aukast pegar lidi a
svarid (Klein et al., 2003). Su var ekki raunin nema i hluta tilvika svo tjaning BLIMP1 var mjog breytileg
eftir reektunum likt og tjaning BCL-6. Ofursvari, skylt vidmid og 6skylt viomid syndu ekki alltaf sama

tjaningarmynstur 6likt pvi sem var hja yfirbordsviotokunum.

Pessi breytilega tjaning umritunarpatta hja kimstédvarreektum aetti ekki ad koma mikid & évart par
sem genatjaning er tilvilunarkennd og sérstaklega fyrir prétein sem tjad eru i littu magni eins og
umritunarpaettir. Zhang og félagar skodudu tjaningu BCL-6, PAX5 og BLIMP1 hja stékum B frumum.
par kom i ljés ad tjaning BCL-6 og PAX5 kemur fram i haum en tilviljunarkenndum sveiflum (sja mynd
38). Tjaning BLIMP1 hja B frumum er aftur & méti mjog lag og synir tilviljunarkennda pulsa (Zhang et
al., 2010). Tilviljunarkennd tjaning umritunarpatta skyrir pvi pennan mikla breytileika sem séast i

kimstodvarraektum.
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Mynd 38. Tjaning BCL-6, BLIMP1 og PAX5 hja B frumum

Reiknud tjaning BCL-6 og PAX5 i B frumufasa synir nokkud haar tilviljanakenndar sveiflur en BLIMP1
tjaning synir laga tilviljunarkennda pulsa (mynd byggd a Zhang et al., 2010).

5.4.7.3 Hlutfall BLIMP1 og BCL-6

Liffreedilega eru BLIMP1 og BCL-6 hadir hvor 68rum sem umritunarbeaelarar. bvi var dkvedid ad skoda
tjaningu pessara umritunarpatta saman og kanna hvort ofursvarar heféu afbrigdilega tjaningu og pvi
sérhaefingu i plasmafrumur. [ jos kom ad ofursvari hafdi haesta BLIMP1/BCL-6 hlutfall i sjo tilfellum af
tiu, skylt viomio i tveimur tilfellum en 6skylt viomid adeins i einu sinni. Afbrigdileiki i BLIMP1/BCL-6
tjianingu hja ofursvérum samanbordid vid viomio reyndist markteekur med p-gildi = 0,02. bessar
nidurstdour gefa til kynna ad B frumur ofursvara syni afbrigdi i kimstédvarvidbragdinu og séu talsvert

liklegri til ad sérhaefast i plasmafrumur en frumur vidmida (Klein & Dalla-Favera, 2008).

Zhang og félagar tala einnig um ad B frumur hafi tvo jafn stéduga fasa. B frumufasi, sem er
einkennandi fyrir 6reyndar B frumur, hefur laga BLIMP1 tjaningu en hda BCL-6 og PAX5 tjaningu.
pPessu er 6fugt farid i plasmafrumufasa sem hefur hda BLIMP1 tjaningu en laga BCL-6 og PAX5
tjaningu. peir félagar tala einnig um ad sérhaefing sé allt eda ekkert, p.e. annad hvort er fruman i B
frumufasa eda plasmafrumufasa. Sérheefing Ur B frumufasa i plasmafrumufasa er éafturkreef. bessu er
best lyst i mynd 39 en par er gert rad fyrir ad BCL-6 hagi sér a svipadan hatt og PAX5 (Zhang et al.,
2010).
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Mynd 39. Tveir stodugir fasar B frumna og plasmafr ~ umna m.t.t BLIMP1 og PAXS tjaningar.

B frumur hafa tvo jafnstéduga fasa, 0sérhaeféan og sérhaefdan sem hafa dlikt tjaningarmynstur
umritunarpéattanna BLIMP1 og PAX5. Gert er rad fyrir ad tjaning BCL-6 sé sambaerileg vid tjaningu
PAX5 vid sérhaefingu Ur B frumu i plasmafrumu (mynd byggd a Zhang et al., 2010).

Ef tjaning BCL6 og PAX5 er umtalsvert meiri en tjaning BLIMP1 er fruman i ésérheefédum B
frumufasa. Aukinn tjaning BLIMP1 veldur baelingu & PAX5 og BCL6 og veldur i kj6lfarid sérhaefingu i
plasmafrumu pegar tjaning BLIMP1 er ordin talsvert heerri en tjaning BCL-6 og PAX5 (Zhang et al.,
2010). Mismunandi genatjaning frumna skyrir pannig misleitni sem kemur fram i frumuhépnum, par

sem sumar frumur eru enn i B frumufasa en adrar hafa sérhaefst i plasmafrumur.

Hitti hamarsktoppur pulsins hja BLIMP1 & lagmarkspunkt i nidursveiflu hja BCL6/PAX5 hrindir hann
af stad ferli sem leidir til sérheefingar i plasmafrumu. Ofursvarar hafa laegri préskuld til ad koma pessu
ferli af stad sem er i samraemi vid fyrri rannséknir pessa verkefnis par sem i ljos kom ad ofursvarar

hafa fleiri moétefnaseytandi frumur en vidmid (meistararitgerd 2008).
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Alyktanir

Fleiri B eitilfrumur fengust pegar notast var vid fersk einkjarna blédsyni en fryst syni. Viokveemar

einkjarna bléafrumur poldu ekki frystinguna og pvi vard téluverd ryrnun.

Til ad f& sem mest magn af heildar RNA Ur sem minnstum fjolda B eitilfrumna reyndist best ad
geyma frumurnar i RNAlater og einangra svo med RNeasy Mini Kit. baer 1x10° B eitilfrumur sem
notadar voru til einangrunar gafu ekki neegt magn af heildar RNA fyrir genatjaningarrannséknir svo

maognun syna var naudsynleg.

Til ad fa sem mest magn af DNA ar sem minnstum fj6lda B eitilfrumna reyndist best ad einangra B
eitilfrumur og raudkornapykkni med QlAamp Mini Kit. Pannig fékkst naegt magn af hreinu DNA til ad

nota i aframhaldandi ranns6knum a ofursvérum og vidmidum peirra

i kimstodvarlikaninu syna ofursvarar engin afbrigdi i tjaningu yfirbordsvidtakanna CD86, CD95,
CD38, CD27, CD70 og CD32 samanborid vid viomid. Pad er pvi ekki munur & milli pessara hépa i
lengd kimstddvarhvarfsins og mismunandi hépar syna sama proskaferil. Tjaning yfirbordsviotaka i
kimstodvarlikani fylgir sama mynstri og han gerir ,in vivo" og gefur pvi til kynna ad likanid endurspegli
raunverulegt kimstédvarsvar B eitilfrumna. Hins vegar virdist svar i kimstddvarlikaninu taka lengri tima

en ,in vivo“.

Tjaning BCL-6 og BLIMP1 er mjog breytileg hja kimstoovarreektum en méa skyra vegna
tilviljunarkenndrar tjaningar umritunarpatta. Ofursvarar syna afbrigdi i tjaningu BLIMP1/BCL-6 hlutfalls
i kimstédvarvidbragdinu par sem peir hafa heerra hlutfall samanborid vid vidmid. Pad gefur til kynna ad
frumur ofursvara séu talsvert liklegri til ad sérhaefast i plasmafrumur en frumur vidmida. Par sem
ofursvara er ad finna i fjdlskyldum med einstofna métefnahaekkanir er dhugavert ad vita hvort tengsl
séu par & milli. Til pessa hefur ekkert komid fram sem bendir til tengsla ofursvara vid einstofna
motefnahaekkanir. Hins vegar gefur hatt BLIMP1/BCL6 hlutfall til kynna ad frumur ofursvara hafi styttri
B frumufasa og fari hradar i gegnum kimstédvarsvar. Styttri timi i B frumufasa pydir faerri méguleika a
saekniproskun og minni fjélbreytni sem einnig er einkennandi fyrir B frumusvérun aldrada. Par sem
aldradir hafa aukna aheettu a préun einstofna métefnahaekkana er einnig mégulegt samhengi milli
sjukdémsins og ofursvara. bar sem litid er vitad um hvad veldur einstofna moétefnahaekkunum er
mikilveegt ad gera frekari rannsdknir & ofursvérum par sem peir geetu svarad lykilspurningum um
orsakir sjukdémsins. Frekari rannsOknir eru pegar hafnar par sem skodud er genatjaning og
litningaafbrigdi hja ofursvérum og borin saman vid vidmid. bad verdur pvi forvitnilegt ad sja hvort

ofursvarar syni einnig afbrigdi par.
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Vidauki 1 — Lausnir

RPMI-1640 + 10% FCS eeti:
500 mL RPMI-1640 eeti med 2 mM glutamin (Gibco)
50 mL hitadvirkjad kalfasermi (FCS, Gibco)

2,5 mL syklalyf (50 ein/mL penicillin/ 50 uL/mL streptomycin, Gibco)

RPMI-1640 + 10% ultra low IgG FCS aeti:

500 mL RPMI-1640 eeti med 2 mM glutamin (Gibco)

50 mL hitadvirkjad ultra low IgG kalfasermi (ultra low IgG FCS, Gibco)
2,5 mL syklalyf (50 ein/mL penicillin/ 50 puL/mL streptomycin, Gibco)

PBS (phosphate buffered saline, 10x stofnlausn):
80,0 g NaCl

2,0 g KH,PO,

14,4 g Na,HPO, x 2 H,0

2,0 g KCl

Fyllt upp ad 1 L med dH,O

pH adlagad ad 7,4

MACS lausn:

200 mL 1x PBS

800 pL 500 mM EDTA
10 mL 10% BSA (Sigma)
pH adlagad ad 7,2

Raudkornaleysir (Lysis buffer):
219 g sukrési

20mL 1 M Tris-Cl pH 7,6

10 mL 1 M MgCl,

20 mL 98% Triton

Fylit upp ad 2 L med dH,0
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Meltibuffer:

100 mM NacCl

10 mM Tris-Cl pH 8,0

25 mM EDTA pH 8,0

0,5% natrium dodesyl sulfat

0,1 mg/mL préteinasi K

TE-lausn (10x stofnlausn):
12,1 g Tris

3,7 g EDTA

Fyllt upp ad 1 mL med dH,O
pH adlagad ad 8,0
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Vidauki 2 — Yfirbordsvidtakar: % jakveedra frumna
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Vidauki 3 — Yfirbordsviotakar: MFI
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0 T T T 1 0 T T T 1
do d7 di4 d21 do d7 di4 d21
CD27:
- GC1 ” GC2
100 ‘\ 40 \
aa
o \ == ofur 30 == ofur
40 \ skylt 20 skylt
20 oskylt 10 \ oskylt
0 T T ] 0 T 1
do d7 dl4d do d7
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100 200 6
80 150 ; E
60 == ofur / \ == ofur
100
40 o=skylt / \ == skylt
20 N oskylt 50 oskylt
0 T 0 Bl T T
dl4 d21
700 5000 GC8
600 4000
500 /
400 == ofur 3000 /ﬁ == ofur
300 —.—5kv|t 2000 & Sk\/“f
200 o] // kvl
100 oskylt 1000 oskylt
0 —L—F=I=Aﬁ 0 —#
d7 di4 d21
350 600
300 GR]L 500 GC11
250 400
200 == ofur / \ == ofur
150 300
00 \ —o—skylt 200 | —o—skylt
50 g \ oskylt 100 4&1 oskylt
0 + 0 A T T T L
do d7 dl4 d21
6000 2000 Gc13
5000
1500
4000
—&—ofur === ofur
3000 1000
2000 —o—skylt \ —o—skylt
1000 \\ oskylt 500 \ oskylt
0 - : El\lﬁ 0 - . .




CD70:

500 GC]_ 2000 Gcz
400 1500
300 == ofur / == ofur
// 1000
200 /// —a—skylt —===skylt
100 oskylt 500 oskylt
0 —‘O—L\ 0 T 1
do d7 dl4d do d7
20 70
. GCs S GC6
15 50 \ /
10 \ —=—ofur 40 —m—ofur
\ —o—skylt 33 N —o—skylt
5 \ oskylt 10 \J \ oskylt
0] : ] 0] . T “—\
do d7 do d7 dld4 d21
40 GC7 70
60 %L
30 A 50 / \
20 / == ofur 40 / \ == ofur
\ == skylt 30 / \ == skylt
10 oskylt 20 / oskylt
v E N v
0 T 0 T T 1
do d7 dl4d do d7 dld4 d21
200 GC]_ 200 G 11
150 150 F\'—
== ofur / == ofur
100 100
== skylt == skylt
50 oskylt 50 oskylt
0 Bl T T 0 Bl T T T 1
do d7 dl4 d21 do d7 dl4 d21
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500 120
GC12 Ge13
/\ 80 A
300 / \ e qeills 60 - == ofur
200 /A\ o= skylt 40 —o—skylt
100 oskylt 20 / oskylt
0 Bl T M 0 Bl T T T 1
do d7 dl4 d21 do d7 dl4 d21
CD32:
6000 6000
5000 A GC1 5000 = Gcz
\ \
4000 |+ 4000 \
\\ —&—ofur \\ —8—ofur
3000 3000 \\
2000 \\ —eskylt 2000 N\ —skylt
1000 oskylt 1000 \. oskylt
0 T \|‘—\ 0 T
do d7 d14 do d7
5000 25000
GC5 . GC6
4000 \ 20000 \
3000 \\\ il Of LT 15000 \ =l LI
2000 \ o=skylt 10000 \ o= skylt
1000 oskylt 5000 —f ; oskylt
0 T ° 1 0
do d7 do d7 di4 d21
4000 7000
3000 \\ 5000 1\
LY
5000 \ == ofur 4000 q\\ ——ofur
\\ \ —o—skylt 3000 \\ —o—skylt
1000 oskylt 2009 oskylt
Mﬁ Y 1000 Y
0 T T 0 -
do d7 dl4d do d7 di4 d21
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2000 3000 +—
skylt 2000 \\ &= ofur
1000 oskylt 1000 \\ skylt
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do d7 di4a d21 do d7 di4a d21
5000 5000
GC12 GC13
4000 4000 —\
3000 —— \ —&—ofur 3000 ‘_\\\ ——ofur
2000 \\\ skylt 2000 skylt
1000 ‘q oskylt 1000 oskylt
0] T S ——] 0 +——7— —
do d7 di4a d21 do d7 di4a d21
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BCL-6:
GC1 GC2
80 80
60 f 60
10 / —m—ofursvari 10 A —m—ofur
20 // —=0=skylt 20 .// e skylt
o - oskylt 0 /| : : oskylt
do d7 di4 do d7 di4
GC5 GC6
15 80
N\
60
10 //) == ofur 10 / \ = ofur
) -
5 / o= skylt 20 =0=—skylt
0 : oskylt o - : : : : oskylt
do d7 do d7 di4 d21
GC7 GC8
80 30
60
40 \ = ofur 20 - = ofur
20 ....____\ =0 skylt 10 —o—skylt
0 % oskylt 0 —_— | | oskylt
do d7 di4 do d7 di4 d21
GC10 GC11
40 50
30 /h~“hh_ 40 ‘/ﬂ\\ /g‘“u‘ﬁ.
20 //.\ \ - = ofur 30 / X = ofur
10 =0 skylt 20 é é E 5 —o—skylt
7 10
0 | : : oskylt o - : | : : oskylt

do d7 dig4 d21
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GC12 GC13
80 80
—&—ofur /\/‘\E —&—ofur
40 - 40
20 - =0 skylt 20 f ’ ¢ 5 —o—skylt
0] T T T 1 05|(\/|t 0] T T T 1 05|(\/|t
do d7 di4 d21 do d7 di4 d21
Blimp1:
GC1 GC2
100 100
"
80 ) p— 80
60 f = ofur 60 \ = ofur
40 /) 40
20 //l'\ —=0==skylt 20 \ e sy It
0 / e oskylt 0 | \ | | oskylt
do d7 di4 do d7 di4
GC5 GC6
100 100
80 80 -+
60 \ —&—ofur 60 —&—ofur
\ .
40 \ —=0==skylt 40 == skylt
20 20 7
0 : : oskylt 0 : : : : oskylt
do d7 do d7 di4 d21
GC7 GC8
150 100
80 =S -
100 == ofur 60 \ o— —@—ofur
50 =0 skylt gg —o—skylt
0 : : : oskylt 0 : : : : oskylt
do d7 di4 do d7 di4 d21
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100 150
80
60 - == ofur 100 == ofur
40
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20 \ / y y
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do d7 dld d21 do d7 dld d21
GC12 GC13
150 100

100 7ﬁr —8—ofur 90 / g  ofur
50 ./ o= skylt 80 o= skylt

0 : : : . oskylt 70 : : : . oskylt

do d7 di4 d21 do d7 di4 d21
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