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Ágrip 

Kímstöðvar eru svæði í eitilvef þar sem virkjaðar B eitilfrumur ganga í gegnum frumufjölgun, 

sækniþroskun og flokkaskipti og sérhæfast í plasma- eða minnisfrumur. Talið er að æxlisvöxtur af B 

eitilfrumuuppruna eigi rætur að rekja til mistaka eða afbrigða í B frumuviðbragðinu í kímstöð þegar 

fruman leyfir genaóstöðugleika til skamms tíma. Einstofna mótefnahækkun (monoclonal gammopathy) 

er dæmi um slíkan sjúkdóm sem einkennist af tilvist einstofna mótefnis og endurspeglar góðkynja eða 

illkynja fjölgun B eitilfrumna af sama stofni. Á undanförnum fimm áratugum hefur um 130 fjölskyldum 

verið lýst með ættlæga tilhneigingu til einstofna mótefnahækkunar og þar af eru átta íslenskar 

fjölskyldur. Í fjórum þessara íslensku fjölskyldna hafa samtals fundist tólf heilbrigðir fjölskyldumeðlimir 

sem hafa ofursvarandi B frumur með aukna mótefnaframleiðslu eftir örvun. Þessir einstaklingar kallast 

ofursvarar. 

Þessi rannsókn skiptist í tvo hluta; aðferðarþróun og kímstöðvarrækt. Markmið 

aðferðarþróunarinnar var að kanna mun á frumufjölda með notkun ferskra og frystra sýna og að þróa 

aðferðir til að einangra RNA og DNA úr B eitilfrumum. Aðalmarkmið rannsóknarinnar var að kanna 

hvort B eitilfrumur ofursvara sýndu afbrigði í innri og ytri svipgerð í kímstöðvarviðbragði.  

Gerður var samanburður á ferskum og frystum einkjarna blóðfrumusýnum úr sjálfboðaliðum til þess 

að kanna mun á frumufjölda. Nokkrar aðferðir voru prófaðar við einangrun á RNA úr örvuðum og 

óörvuðum frumum og einangrun á DNA úr óörvuðum frumum og rauðkornaþykkni, til þess að fá sem 

mest magn af hreinu RNA/DNA úr sem minnstum fjölda B frumna. Í aðalrannsókninni á 

kímstöðvarhvarfinu tóku ellefu ofursvarar þátt ásamt skyldum og óskyldum viðmiðum af sama aldri og 

kyni. B frumur voru einangraðar og prófaðar í ræktunarlíkani sem líkir eftir lífeðlisfæðilegum aðstæðum 

kímstöðvar og ræktaðar í þrjár vikur. Í lok hverrar viku var tekið sýni og gerð mótefnalitun gegn 

ákveðnum yfirborðsviðtökum og umritunarþáttum sem tengjast þroskaferli í kímstöð og tjáning þeirra 

skoðuð í frumuflæðisjá. 

Fleiri B eitilfrumur fengust þegar notast var við fersk einkjarna blóðfrumusýni en fryst sýni. Til að fá 

sem mest magn af heildar RNA reyndist best að geyma frumurnar í RNAlater og einangra svo með 

RNeasy Mini Kit. Mest magn af hreinu DNA úr B eitilfrumum og rauðkornaþykkni fékkst með QIAamp 

Mini Kit einangrun. Kímstöðvarlíkanið reyndist endurspegla mjög vel raunverulegt kímstöðvarsvar B 

eitilfrumna. Ofursvarar sýndu engin afbrigði í tjáningu yfirborðsviðtakanna CD86, CD95, CD38, CD27, 

CD70 og CD32 samanborið við viðmið. Tjáning BCL-6 og BLIMP1 var mjög breytileg í 

kímstöðvarræktum sem má skýra vegna tilviljunarkenndrar tjáningar umritunarþátta. Ofursvarar sýndu 

hærra BLIMP1/BCL-6 hlutfall í kímstöðvarviðbragðinu samanborið við viðmið. Það gefur til kynna að 

frumur ofursvara séu talsvert líklegri til að sérhæfast í plasmafrumur en frumur viðmiða og gæti verið 

hluti af breytingum sem svo leiða til einstofna mótefnahækkunar.   
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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 

QIAamp 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.      
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Listi yfir skammstafanir 

 

AID  Activation-induced cytidine deaminase 

BCL-6   B cell lymphoma 6  

BCR  B cell receptor, B frumuviðtaki  

BLIMP1  B lymphocyte-induced maturation protein 1 

CD  Cluster of differentiation 

CGH  Comparative genomic hybridization 

CHO frumur  Chinese hamster ovarian frumur 

CLL  Chronic lymphocytic leukemia, Bráðahvítblæði 

CLP  Common lymphoid progenitor, Blóðmyndandi stofnfrumur 

CSR   Class switch recombination, Flokkaskipti 

DMSO  Dimethyl sulfoxide 

EDTA  Ethylenediaminetetraacetic acid 

FCS   Fetal calf serum 

FSC   Forward scatter  

GC   Germinal centre, Kímstöð 

GEP  Gene expression profile 

Ig  Immunoglobulin, Ónæmisglóbúlín 

IL   Interleukin 

IRF4   Interferon regulatory factor 4 

MACS  Magnetic-activated cell sorting 

MBL   Monoclonal B cell lymphocytosis 

MFI   Mean fluorescence intensity 

MG    Monoclonal gammopathy, Einstofna mótefnahækkun 

MGUS   Monoclonal gammopathy of undetermined significance 

MITF   Microphthalmia-associated transcription factor 

MM   Multiple myeloma, Mergæxli 

NHL   Non-Hodgkin lymphoma 

PAX5   Paired box 5 

PBMC  Peripheral blood mononuclear cells, Einkjarna blóðfrumur 

PBS  Phosphate buffered saline 

RAG   Recombinase activating gene 

SHM  Somatic hyper mutation 
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SSC   Side scatter 

TLR  Toll-like receptors 

TNF   Tumour necrosis factor 

WM   Waldenström´s macroglobulinemia 

XBP1   X-box binding protein 1
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1 Inngangur 

1.1 Þroskun B eitilfrumna 

B eitilfrumur eru mikilvægur hluti sérhæfða ónæmiskerfisins. Þegar einstaklingur kemst í kynni við 

ónæmisvaka þekkja B frumur sértækt vakaset með ónæmisglóbúlíni (Ig). Ónæmisglóbúlín má annað 

hvort finna himnubundið á yfirborði B frumna (B frumuviðtaki, BCR) eða sem mótefni. (Schroeder & 

Cavacini, 2010). 

1.1.1 Ónæmisglóbúlín (Ig, immunoglobulin) 

Ónæmisglóbúlín eru gerð úr tveimur sams konar þungum keðjum sem segja til um virkni, og tveimur 

sams konar léttum keðjum af gerðinni κ eða λ. Báðar léttu keðjur ónæmisglóbúlíns hafa eitt breytilegt 

(variable, V) og eitt fast (constant, C) svæði. Þungu keðjurnar hafa eitt breytilegt svæði en 3-4 föst 

svæði eftir gerð ónæmisglóbúlíns. Breytilega svæðið hefur sértækt bindiset fyrir vaka en fasta svæðið 

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

Breytilegi hluti þungu keðjunnar er gerður úr þremur aðskildum genabútum en sú létta úr tveimum. 

Fyrir umritun er þessum genabútum raðað saman tilviljunarkennt svo úr verður samfelld genaafurð. 

Með þessari endurröðun auk punktbreytinga þegar bútarnir eru settir saman fást í kringum 109 

mismunandi mótefni sem B frumur geta myndað. Þessi gífurlega fjölbreytni gerir einstaklingum kleift 

að takast á við sýkingar af ólíkum toga (Murphy et al., 2008).  

Til eru fimm gerðir ónæmisglóbúlína: IgG, IgA, IgM, IgD og IgE, sem allar hafa mismunandi 

hlutverk í líkamanum (sjá mynd 1). Mótefni af IgG gerð er yfirleitt einliða, IgA tvíliða í seyti en einliða í 

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

 

Mynd 1.  Fimm gerðir mótefna.  

(Murphy et al., 2008) 

  

Mótefni vernda á þrennan hátt. Hlutleysing hindrar bindingu sýkils við frumu eða afeitrar sýklaeitur, 

í áthúðun er sýkill húðaður með mótefni og því gleyptur hraðar af átfrumum og komplementræsing 

veldur því að mótefnahúðaður sýkill ræsir komplementkerfið (Murphy et al., 2008). 

B fruma á langt þroskaferli fyrir höndum áður en hún verður að mótefnaseytandi frumu en þroskun 

hennar skiptist í vakaháð og vakaóháð stig (Maddaly et al., 2010). 
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1.1.2 Vakaóháð þroskun B frumna 

Vakaóháð þroskun B frumna út frá blóðmyndandi stofnfrumum (common lymphoid progenitor, CLP) á 

sér stað í beinmerg og fer fram í nokkrum skrefum (sjá mynd 2) (LeBien & Tedder, 2008).  

 

Mynd 2.  Vakaóháð þroskaferli B frumna.  

B eitilfrumur ganga í gegnum nokkur þroskaskref áður en þær verða að fullþroskuðum og hringsólandi 
frumum sem bera vakaviðtaka á yfirborði. Stór hluti þroskaferlisins er endurröðun á genum sem tjá 
breytilega hluta ónæmisglóbúlína (mynd byggð á Murphy et al., 2008). 

 

Þroskunin hefst þegar kviknar á RAG genum (recombinase activating genes) og fruman telst ekki 

lengur stofnfruma heldur pro B fruma (fyrri B frumuforveri). Á þessu þroskaskeiði fer fram endurröðun 

á genum sem tjá breytilega svæðið á þungu keðju B frumuviðtakans þegar genabútarnir V, D og J eru 

settir saman (Vale & Schroeder, 2010). Í kjölfarið tjáir fruman µ-keðju á yfirborði sínu og fer í gegnum 

jákvætt val til að kanna hvort keðjan sé starfhæf á frumunni sem nú kallast pre B fruma (seinni B 

frumuforveri) (Tussiwand et al., 2009). Uppfylli µ-keðjan kröfur um starfhæfni er slökkt á RAG genum, 

endurröðun á þungu keðjunni er hætt og fruman stækkar og fjölgar sér. Þá kviknar aftur á RAG genum 

og sams konar endurröðun á sér stað fyrir léttu keðju B frumuviðtakans nema nú eru genabútarnir 

aðeins tveir, V og J. Þegar endurröðun er lokið á þungu og léttu keðju B frumuviðtakans er fruman 

orðin að óþroskaðri B frumu sem tjáir IgM á yfirborði (Vale & Schroeder, 2010). Óþroskaða B fruman 

fer í gegnum neikvætt val þar sem kannað er hvort viðtakinn bindist eigin sameindum. Komist fruman í 

gegn yfirgefur hún beinmerg og heldur til milta þar sem áframhaldandi þroskun fer fram. Komist 

fruman ekki í gegnum neikvætt val er henni eytt (Tussiwand et al., 2009). 

Í milta heldur þroskun áfram og fruman fer í gegnum aðra umferð af neikvæðu vali áður en hún 

þroskast að fullu. Lítill hluti af B frumunum gera sig heimakomnar í „marginal zone“ meðan flestar 

þroskast í óreyndar (naive) B frumur sem fara út í blóðrásina og hringsóla milli milta, eitla og 

beinmergs í leit að vaka. Þessar óreyndu en þroskuðu frumur tjá bæði IgM og IgD á yfirborði sínu 

(Shapiro-Shelef & Calame, 2005; Tussiwand et al., 2009). 
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1.1.3 Vakaháð þroskun B frumna 

Endanlegur þroski B frumna er háður tengingu við vaka. Þegar einstaklingur kemst í kynni við 

óþekktan vaka eru „marginal zone“ frumur í milta fyrstu B frumurnar sem taka við sér (Shapiro-Shelef 

& Calame, 2004). Frumurnar fjölga sér og sérhæfast í skammlífar plasmafrumur sem seyta IgM 

mótefnum með lága sækni (Shapiro-Shelef & Calame, 2005) (sjá mynd 3). 

 

Mynd 3.  T frumu háð og óháð virkjun B eitilfrumna.   

B frumur geta þroskast í IgM mótefnaseytandi plasmafrumur út frá frá „marginal zone“ frumum eða 
hringsólandi frumum en þær síðarnefndu eru háðar hjálp frá T frumum. Hluti hringsólandi frumna 
ganga í gegnum kímstöðvarhvarf og mynda IgG, IgA eða IgE seytandi plasmafrumur (mynd byggð á 
Shapiro-Shelef & Calame, 2005). 

 

Næst taka hringsólandi en þroskaðar B frumur við sér en ólíkt „marginal zone“ frumum þurfa þær 

aðstoð frá T hjálparfrumum. Eftir að hafa komist í kynni við óþekktan vaka, brýtur B fruman vakann 

niður og sýnir á vefjaflokkasameind II (major histocompatibility complex class II) á yfirborði sínu. Þá 

skríður fruman þangað sem B og T frumusvæði í eitilvef mætast og leitar að virkjaðri T frumu (TH2) 

með sérhæfni gegn sama vaka (Gatto & Brink, 2010). Heppnist tengingin við T frumu virkjast B 

fruman, byrjar að fjölgar sér og myndar þyrpingu (foci) á brún T frumusvæðis í eitilvef. Þessar fjölgandi 

B frumur sérhæfast í plasmafrumur sem seyta mótefnum með lága sækni, yfirleitt af IgM gerð 

(Maddaly et al., 2010). Frumurnar eru skammlífar en gefa ásamt „marginal zone“ frumum hratt og 

mikilvægt upphafssvar gegn óþekktum sýklum (Gatto & Brink, 2010).  

Nokkrum dögum eftir að þyrpingar hafa myndast byrjar hluti B frumna að skríða til óvirkjaðra 

eitilbúa (primary follicles) ásamt nokkrum T hjálparfrumum (Maddaly et al., 2010).  
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1.1.4 Kímstöðvarhvarfið (germinal centre reaction) 

Hluti virkjaðra B frumna færist til óvirkjaðra eitilbúa innan eitilvefs. Þessi bú eru byggð upp af 

hringsólandi IgM+IgD B frumum innan um net angafrumna. Virkjuðu B frumurnar fjölga sér hratt innan 

eitilbúa og ýta IgM+IgD B frumunum til hliðar svo úr verður formgerð sem kallast kímstöð (germinal 

centre) en þar fer kímstöðvarhvarfið fram (Klein & Dalla-Favera, 2008). 

1.1.4.1 Bygging kímstöðvar 

Eftir nokkra daga af kröftugri frumufjölgun kemur einkennandi bygging kímstöðvarinnar í ljós sem 

skiptist í dökkt og ljóst svæði (sjá mynd 4) (Klein & Dalla-Favera, 2008).  

 

Mynd 4.  Bygging kímstöðvar.  

Kímstöð skiptist í dökkt svæði centróblasta og ljóst svæði centrócýta. Á dökka svæði eiga sér stað 
stökkbreytingar (SHM, somatic hyper mutation) sækniþroskunar en á ljósa svæði fer fram val 
sækniþroskunar, flokkaskipti (CSR, class switch recombination) og sérhæfing í plasma eða 
minnisfrumur (mynd byggð á Klein & Dalla-Favera, 2008).  

 

Dökka svæðið inniheldur nánast eingöngu stórar og þéttpakkaðar B frumur sem kallast 

centróblastar (B kímfrumur) og hafa bælda ónæmisglóbúlíntjáningu á yfirborði (Gatto & Brink, 2010). 

Centóblastar eru sérstakir fyrir þær sakir að gen sem tengjast frumufjölgun eru tjáð í miklum mæli en 

gen sem stjórna skynjun og svari við DNA skemmdum eru bæld (Klein & Dalla-Favera, 2008).  

Á ljósa svæðinu má finna smáar B frumur sem skipta sér ekki, dreifðar innan um net angafrumna, T 

frumna og stórátfrumna (macrophage) (Klein & Dalla-Favera, 2008). Þessar frumur kallast centrócýtar 

(B verkfrumuforverar) og tjá ónæmisglóbúlín á yfirborði sínu. Flakk (migration) á milli svæða í kímstöð 

er stjórnað af flakkboðum sem hafa áhrif á yfirborðsviðtaka á B frumunni (Gatto & Brink, 2010). 
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1.1.4.2 Sækniþroskun 

Sækniþroskun (affinity maturation) er ferli sem fer fram í kímstöð þar sem frumur með aukna sækni í 

vaka eru valdar til áframhaldandi þroskunar og fjölgunar en öðrum eytt. Sækniþroskun verður vegna 

stökkbreytinga í erfðamengi centróblasta sem leiða til meiri fjölbreytileika á breytilega hluta 

ónæmisglóbúlína (IgV) (Klein & Dalla-Favera, 2008). Hraði þessara stökkbreytinga er gífurlega mikill, 

næstum milljón sinnum meiri en tilviljunarkenndur hraði stökkbreytinga í öðrum frumum (Liu & Schatz, 

2009). Ensímið AID (activation induced deaminase) veldur amínósviftingu (deamination) sem leiðir 

aðallega til stakra punktbreytinga á IgV genum en getur einnig falið í sér smáar úrfellingar eða 

tvöfaldanir (Klein & Dalla-Favera, 2008). 

Sækniþroskun virðist vera stjórnað á tvenna vegu. Annars vegar er val AID genasértækt og er 

aðallega beint að Ig svæðum erfðamengisins. Hins vegar fara fram nákvæmar DNA viðgerðir eftir að 

AID hefur valdið broti á DNA þætti. Þótt AID herji aðallega á Ig svæði erfðamengisins hefur það áhrif 

víðar en þau svæði eru vel varin gegn stökkbreytingum með nákvæmum DNA viðgerðum. Talið er að 

galli á þessum viðgerðarkerfum geti valdið B frumuæxlum (Liu & Schatz, 2009).  

Eftir að frumur hafa gengið í gegnum stökkbreytingar á dökka svæði í kímstöð til að auka 

fjölbreytileika á breytilega hluta ónæmisglóbúlína, ferðast þær á ljósa svæðið sem centrócýtar. Þar fer 

fram val á þeim frumum sem framleiða mótefni með aukna sækni í tiltekinn vaka en öðrum er eytt með 

stýrðum frumudauða sem kímstöðvarfrumur eru sérstaklega móttækilegar fyrir. Á ljósa svæði fara 

einnig fram tveir aðrir þroskunarferlar, flokkaskipti (class switch recombination, CSR) og upphaf 

sérhæfingar í minnis- eða plasmafrumur (Klein & Dalla-Favera, 2008).  

1.1.4.3 Flokkaskipti 

Flokkaskipti eru breyting á ónæmisglóbúlínflokki B frumna, úr IgD og IgM í IgG, IgA eða IgE (Klein & 

Dalla-Favera, 2008). Með því að skipta fasta hluta mótefna út fyrir annan aukast líkur á að hægt sé að 

stöðva sýkingu þar sem mótefnaflokkar hafa ólíka virkni og vefjastaðsetningu (Vale & Schroeder, 

2010). Flokkaskipti verða vegna endurröðunar á DNA fyrir tilstilli AID sem hvetur til DNA brota (Klein & 

Dalla-Favera, 2008). Yfirleitt eru það boðefni sem hefja flokkaskipti með því að beina AID að 

ákveðnum marksvæðum á erfðamenginu (Gatto & Brink, 2010). Flokkaskipti geta bæði átt sér stað 

innan og utan kímstöðva. Innan kímstöðva fara þau fram í kjölfar sækniþroskunar svo þær frumur sem 

komast í gegn hafa bæði háa sækni og fjölbreytilega virkni og eru þ.a.l. mikilvægar í ónæmissvörum 

(Klein & Dalla-Favera, 2008). 

1.1.4.4 Merki frá T hjálparfrumum 

Kímstöðvarhvarfið er háð ýmsum merkjum frá T frumum (sjá mynd 5) 
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Mynd 5.  Nauðsynleg merki kímstöðvarhvarfsins koma frá T hjálparfrumum.  

T fruma bindst vaka á vefjaflokkasameind II á yfirborði B frumu. Við það virkjast T fruman og fer að tjá 
CD40L sem bindst CD40 viðtaka á B frumunni. Í kjölfarið seytir T fruman boðefnum sem bindast 
yfirborðsviðtökum á B frumunni (mynd byggð á Murphy et al., 2008). 

 

Tenging T  og B frumna í gegnum  sameiginlegan vaka virkjar T frumu svo hún byrjar að tjá CD40L 

(CD40 ligand, CD40 bindill, CD154) á yfirborði sínu. CD40L, sem tilheyrir TNF (tumour-necrosis factor) 

stórfjölskyldunni, binst CD40, sem er af fjölskyldu TNF-viðtaka, á B frumunni. Þessi tenging CD40 og 

CD40L veldur virkjun B frumunnar. Tengingin er jafnframt nauðsynleg fyrir kímstöðvarhvarfið þar sem 

hún sér B frumunni fyrir lifunarmerkjum ásamt því að virkja frumufjölgun, sérhæfingu og 

mótefnaframleiðslu (van Kooten & Banchereau, 2000). Í kímstöð eru það T eitilbúsfrumur (T follicular 

cells) sem sjá B frumum fyrir nauðsynlegum merkjum en þær er að finna á ljósa svæði (Gatto & Brink, 

2010). 

Í kjölfar tengingar CD40 og CD40L byrjar T fruman að seyta ýmsum boðefnum sem nauðsynleg eru 

fyrir kímstöðvarhvarfið. Boðefnin bindast viðtökum á yfirborði B frumunnar og valda frumufjölgun og 

sérhæfingu og leika auk þess lykilhlutverk í að koma af stað sameindaferlum sem leiða til flokkaskipta 

(Gatto & Brink, 2010). Helstu boðefni sem T hjálparfrumur seyta frá sér og hafa áhrif á B frumur eru IL-

4 (interleukin-4), IL-5, IL-6, IL-10 og IL-13. Mismunandi T frumur seyta mismunandi boðefnum og geta 

þannig stýrt B frumusvari í ákveðna átt. Þannig hvetur IL-10 B frumur til að sérhæfast í plasmafrumur 

og IL-4 hvetur til IgG4 eða IgE flokkaskipta (Vale & Schroeder, 2010). IL-4 er sérstaklega mikilvægt í 

kímstöðvarhvarfinu þar sem það hvetur til virkjunar og sérhæfingar B frumna en seytun þess er 

eingöngu bundin við T frumur í eitilbúum (follicular T cells) (Maddaly et al., 2010; Reinhardt et al., 

2009).  

Auk merkja af völdum CD40/CD40L tengingar og boðefna koma einnig mikilvæg merki í gegnum B 

frumu viðtaka (BCR, B cell receptor) sem valda sérhæfingu í plasmafrumur (Murphy et al., 2008). 

1.1.4.5 Örlög kímstöðvarfrumna 

Kímstöð nær hámarksstærð eftir 10-14 daga en eftir það hverfur byggingin hægt og rólega, og er 

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

Centrócýtar á ljósa svæði í kímstöð hafa þrjú möguleg örlög. Þeir geta flakkað aftur til dökka 

svæðisins þar sem stökkbreytingar á IgV halda áfram, þeir geta hafið stýrðan frumudauða vegna 

ófullnægjandi viðtaka eða skorts á lifunarmerkjum, eða þeir geta gengið í gegnum óafturkræfa 

sérhæfingu og yfirgefið kímstöð (Tarlinton, 2006).  
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1.1.5 Sérhæfing í plasma- eða minnisfrumur 

Kímstöð myndar plasma- og minnisfrumur stöðugt allt ónæmissvarið og sértækni eykst eftir því 

sem líður á svarið (Radbruch et al., 2006). Þegar virkjuð fruma yfirgefur kímstöð getur hún sérhæfst í 

B minnisfrumu eða plasmablasta (sjá mynd 6). Plasmablastar eru skammlífar, mótefnaseytandi frumur 

sem vinna hratt í ónæmissvari og geta sérhæfst áfram í skammlífar eða langlífar plasmafrumur (van 

Laar et al., 2007). Þeir geta þroskast út frá öllum gerðum virkjaðra B frumna, þ.e. óreyndum, „marginal 

zone“, hringsólandi, kímstöðvar- og B minnisfrumum og myndað mótefnaseytandi plasmafrumur. Lítið 

er vitað um nákvæma stjórnun sérhæfingar kímstöðvarfrumna í plasma- og minnisfrumur (Radbruch et 

al., 2006).  

 

Mynd 6.  Sérhæfing kímstöðvarfrumna. 

Þegar virkjuð B fruma yfirgefur kímstöð getur hún myndað B minnisfrumu eða plasmablasta. 
Plasmablasti getur annað hvort sérhæfst í skammlífa mótefnaseytandi plasmafrumu eða þroskast í 
langlífa plasmafrumu á sýkingarstað, í milta, eitli eða beinmerg (mynd byggð á Radbruch et al., 2006). 

 

1.1.5.1 Skammlífar plasmafrumur 

Plasmafrumur eru hringsólandi, sérhæfðar verkfrumur sem sjá alfarið um mótefnaframleiðslu 

ónæmiskerfisins og skipta sér ekki. Þær plasmafrumur sem hafa gengið í gegnum kímstöðvarhvarfið 

seyta gífurlega miklu magni vakasértækra mótefna hratt og örugglega og eru því nauðsynlegar fyrir 

skilvirkt ónæmissvar (Shapiro-Shelef & Calame, 2004). Þekkja má plasmafrumur af sporöskjulaga 

byggingu og ríkulegu frymisneti. Þessar frumur hafa misst marga eiginleika sem tengjast B frumum, t.d 

tjá þær ekki lengur Ig og vefjaflokkasameind II á yfirborði sínu og geta því ekki brugðist við frekara 

vakaáreiti og endurörvast (Chen-Kiang, 2005). Sérhæfing plasmafrumna á sér stað þegar virkjaðar B 

frumur yfirgefa kímstöð sem plasmablastar en lítið er vitað um hvað veldur þessari sérhæfingu (Klein & 

Dalla-Favera, 2008).  
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Öfgakennd framleiðsla mótefna veldur álagi á frymisnetið sem leiðir til stýrðs frumudauða. Þess 

vegna eru langflestar plasmafrumur skammlífar en þó ekki allar (Radbruch et al., 2006). 

1.1.5.2 Langlífar plasmafrumur 

Þegar ónæmissvari lýkur er hluti plasmafrumna enn til staðar í líkamanum. Þessar frumur nefnast 

langlífar plasmafrumur og eru hluti af ónæmisminni sem tryggir hröð og skilvirk viðbrögð 

ónæmiskerfisins við endurkomu vaka. (Radbruch et al., 2006).  

Langlífar plasmafrumur þroskast út frá plasmablöstum og bera þess merki að hafa gengið í 

gegnum kímstöðvarhvarf þar sem þær seyta flokkaskiptum mótefnum með mikla sækni. Eftir virkjun í 

kímstöð flakka hringsólandi plasmablastar, fyrir tilstuðlan flakkboða, viðloðunarsameinda og sykra, á 

sýkingarstað, til eitla, milta eða beinmergs og sérhæfast þar í langlífar plasmafrumur (Radbruch et al., 

2006; Shapiro-Shelef & Calame, 2005). Í beinmerg keppa frumurnar um sæti í sérstökum búsvæðum 

(survival niches) en það eru svæði sem tryggja plasmafrumum réttar umhverfisaðstæður til þess að lifa 

og dafna sem mótefnaseytandi frumur. Í búsvæðum fá langlífar plasmafrumur merki sem kemur í veg 

fyrir frumudauða af völdum álags á frymisnetið, t.d IL-6, og merki sem stýra mótefnaseytun (Shapiro-

Shelef & Calame, 2005). Fjöldi búsvæða er takmarkaður og því keppa nýlega myndaðir plasmablastar 

við þær plasmafrumur sem fyrir eru um sæti í búsvæði. Þær frumur sem hafa sértækan vaka og 

ákjósanlega þætti sem nauðsynlegir eru fyrir sérhæfingu í plasmafrumu eru valdar fram yfir aðrar 

(Radbruch et al., 2006). 

Líkt og þær skammlífu skipta langlífar plasmafrumur sér ekki. Langlífar plasmafrumur eru ábyrgar 

fyrir lang stærstum hluta mótefna í blóði þrátt fyrir að vera einungis um 0,1-1% beinmergsfruma sem 

finna má í heilbrigðum einstaklingum (Radbruch et al., 2006; Xiang et al., 2007). Jafnvel þótt mótefni 

séu skammlíf ná langlífar plasmafrumur að tryggja nægt mótefnamagn í blóði löngu eftir að vaki hefur 

verið hreinsaður út (Shapiro-Shelef & Calame, 2005). 

1.1.5.3 B minnisfrumur  

Langlífar plasmafrumur eru ekki einu B frumurnar sem taka þátt í ónæmisminni. B minnisfrumur eru til 

staðar löngu eftir vakaárás og hringsóla í útvefjum eða mynda þyrpingar í beinmerg og milta (Gatto & 

Brink, 2010). B minnisfrumur eru langlífar frumur sem geta brugðist hratt við endurárás vaka og hafa 

lágan virkjunarþröskuld. Þar sem þessar frumur eru valdar af handahófi í gegnum allt 

kímstöðvarhvarfið hafa þær mismikla sækni og möguleika á að verða fullþroskaðar og langlífar B 

minnisfrumur (Radbruch et al., 2006). Frumur með hærri vakasækni eru líklegri til að komast af og 

taka þátt í ónæmisminni (Tarlinton, 2006). 

B minnisfrumur seyta ekki mótefnum heldur tjá Ig-viðtaka með háa sækni á yfirborði sínu svo þegar 

þær komast í kynni við vaka að nýju fjölgar þeim hratt (Gatto & Brink, 2010).  Í ónæmissvari helst fjöldi 

B minnisfrumna nokkuð stöðugur. Hins vegar eykst sækni þegar líður á svarið svo flest bendir til þess 

að eldri minnisfrumum sé skipt út fyrir þær nýrri og skilvirkari þar sem þær hafa aukið 

samkeppnisforskot (Tarlinton, 2006). 
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1.2 Svipgerð B eitilfrumna 

1.2.1 Yfirborðssameindir 

B frumur tjá mismunandi sameindir á yfirborði sínu sem segja til um ástand og virkni frumunnar (sjá 

töflu 1). Því má nota svipgerðargreiningu til að skoða hvar í þroskaferlinu B fruman er stödd hverju 

sinni. Yfirborðssameindir má einnig nota til að greina suma ónæmistengda sjúkdóma og finna heppileg 

meðferðarúrræði (Bataille et al., 2006). 

Tafla 1. Tjáning yfirborðssameinda og umritunarþátt a í þroskaferli 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 

Pro B Pre B Óþroskuð 
Þroskuð 
(naive) 

Virkjuð 
Minnis-
fruma 

Plasma-
fruma 

Langlíf 
Plasmafruma 

CD19               lítið Lítið 

CD86             sumar     

CD95           sumar       

CD38               mikið  mikið  

CD70                   

CD27               mikið Mikið 

CD32               
  BCL-6                   

PAX5                   

BLIMP1                   
 

1.2.1.1 CD19 (cluster of differentiation 19) 

CD19 er 95 kDa glýkóprótein á yfirborði B eitilfrumna og hluti af Ig-ofurfjölskyldunni. Próteinið er tjáð á 

öllum þroskastigum frumunnar frá pro B frumu. (Vale & Schroeder, 2010). Tjáning CD19 hjá 

plasmafrumum er þó lítil samanborið við B frumulínuna (Bataille et al., 2006). 

CD19 er hjálparviðtaki sem myndar komplex með CD21, CD81 og Leu13 (Vale & Schroeder, 

2010). Viðtakinn lækkar þröskuld örvunar þegar um vakaháða bindingu við B frumu er að ræða og 

stýrir merkjum sem tengjast virkjun og þroska frumunnar (Sato et al., 1995).  

Ef tjáning CD19 er ekki til staðar myndast eðlilegur fjöldi frumna en þær ná ekki að þroskast og 

virkjast að fullu (Vale & Schroeder, 2010). Mergæxlisfrumur (multiple myeloma cells) sýna enga 

tjáningu á CD19 (Bataille et al., 2006).   

1.2.1.2 CD86 

CD86 er 80 kDa prótein sem tilheyrir Ig-ofurfjölskyldunni, einnig þekktur sem B7-2. Sameindin kemur 

fram á yfirborði virkjaðra B frumna snemma í ónæmissvari þegar fruman er að ræsast (Engel et al., 

1994). Viðtakar á yfirborði B frumu hvetja til tjáningar CD86 sem svo tengist CD28 á T hjálparfrumu. 

Það veldur merkjum innan B frumunnar sem leiða til örvunar sem svo veldur frumufjölgun og 

sérhæfingu (Podojil & Sanders, 2005).  



  

22 

1.2.1.3 CD95 

CD95, einnig þekktur sem Fas, er 45 kDa yfirborðsviðtaki og hluti af TNF (tumour necrosis factor) 

viðtakafjölskyldunni (Murphy et al., 2008). Próteinið er tjáð á B frumum í undirbúningi fyrir stýrðan 

frumudauða. Binding CD95 bindils við CD95 veldur þríliðun (trimerization) á viðtakanum sem kemur af 

stað röð ferla innan frumunnar sem leiða til stýrðs frumudauða (Rossi & Gaidano, 2003). Tjáning 

CD95 eykst eftir að B fruma hefur verið virkjuð vegna merkja sem koma frá vakaviðtaka og CD40 

(Chen-Kiang, 2005). 

1.2.1.4 CD38 

CD38 er 45 kD yfirborðssameind sem hefur breytilega tjáningu eftir því hvar á þroskaferlinu B fruma er 

stödd (Murphy et al., 2008). Próteinið kemur fram á yfirborði pro og pre B frumna, hjá óþroskuðum 

frumum sem hafa yfirgefið beinmerg og á óræstum en þroskuðum B frumum (naive). Tjáning CD38 

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

CD38 er hægt að nota til að greina alvarleika ákveðinna sjúkdóma. Sem dæmi þá tengist aukin 

tjáning hans verri horfum í langvinnu bráðahvítblæði (CLL, chronic lymphocytic leukemia) (Vale & 

Schroeder, 2010). 

1.2.1.5 CD27 

CD27 er 55 kDa glýkóprótein og hluti af TNF viðtakafjölskyldunni. Próteinið er tjáð á sumum B frumum 

og hefur mikilvægt hlutverk við stjórnun sérhæfingar og fjölgunar frumunnar (Agematsu et al., 2000). 

Tjáning CD27 er bundin við kímstöðvarfrumur, minnisfrumur og plasmafrumur en þær síðastnefndu 

hafa sérstaklega háa tjáningu (Bataille et al., 2006).   

Algengt er að mergæxlisfrumur hafi misst CD27 svipgerð en minnkuð tjáning er tengd verri horfum 

sjúkdómsins (Bataille et al., 2006). 

1.2.1.6 CD70 

CD70 tilheyrir TNF viðtakafjölskyldunni og er viðtaki fyrir CD27. Próteinið er tjáð til skamms tíma á 

yfirborði virkjaðra B frumna og kímstöðvarfrumna. Tenging CD70 við CD27 leiðir til hjálparörvunar og 

hvetur B frumur til frumufjölgunar og mótefnamyndunar (Arens et al., 2004).  

Ólíkt tímabundinni CD70 tjáningu sem hefur stranga stjórnun í venjulegum B frumum, er tjáning 

stöðug í ákveðnum gerðum af eitilfrumuæxlum og hvítblæði (Arens et al., 2004). 

1.2.1.7 CD32 

CD32 er 40 kDa glýkóprótein og Fc-viðtaki sem einnig nefnist FcγRII (Murphy et al., 2008). B frumur 

tjá próteinið þegar mótefnaframleiðsla er komin í gang undir lok ónæmissvars. Viðtakinn tengist einnig 

viðveru plasmafrumna í beinmerg. CD32 miðlar stjórn með neikvæðu afturkasti þar sem hann hefur 

lága sækni fyrir IgG (Xiang et al., 2007). Þegar ofgnótt er af mótefnum bindast þau því CD32 og hindra 

áframhaldandi framleiðslu frumunnar (Murphy et al., 2008). CD32 er til staðar í mergæxlisfrumum 

(Zheng et al., 2006). 
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1.2.2 Umritunarþættir 

Umritun genaupplýsinga frá DNA í mRNA fer fram með ensíminu RNA pólymerasa. Umritunarþáttur er 

prótein sem bindst ákveðnum DNA röðum og hvetur eða bælir notkun RNA pólýmerasans og stjórnar 

þannig umritun ákveðinna gena (Latchman, 1997). 

Merki sem hvetja til sérhæfingar kímstöðvarfrumna í plasma- og minnisfrumur eru lítið þekkt. Þó 

eru nokkrir umritunarþættir þekktir sem koma við sögu í sérhæfingu plasmafrumna. Þar gegna 

umritunarbælarnir BLIMP1, PAX5 og BCL-6 mikilvægu hlutverki (Klein & Dalla-Favera, 2008). 

1.2.2.1 BCL-6 (B cell lymphoma 6)  

BCL-6 er nauðsynlegur fyrir myndun og viðhald kímstöðvar. IL-4 og merki gegnum CD40 og B 

frumuviðtaka hvetja til BCL-6 tjáningar sem kemur fram hjá centróblöstum og flestum centrócýtum en 

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

BCL-6 bindur yfir 4000 stýrla genamengisins hjá kímstöðvarfrumum. Hins vegar verður aðeins hluti 

þeirra fyrir áhrifum umritunarbælingar sem tengist m.a. virkjun, lifun, frumufjölgun, tjáningu 

yfirborðssameinda og sérhæfingu (Basso et al., 2010). BCL-6 virðist einnig bæla skynjun á DNA 

skemmdum en það er grundvöllur fyrir kímstöðvarhvarfinu og allri þeirri genastreitu sem því fylgir 

(Klein & Dalla-Favera, 2008). Saman koma þessir þættir í veg fyrir að centróblastar yfirgefi kímstöðina 

áður en þeir hafa gengið í gegnum frumufjölgun og stökkbreytingar sækniþroskunar (Basso et al., 

2010). 

Til þess að kímstöðvarfrumur geti sérhæfst í plasmafrumur þarf að minnka tjáningu (down-regulate) 

BCL-6. Í kjölfarið stöðvast frumufjölgun og frumurnar tjá yfirborðsvaka sem gerir þeim kleift að hafa 

samskipti við aðrar frumur sem leiðir til sérhæfingar (Klein & Dalla-Favera, 2008).  

1.2.2.2 PAX5 (Paired box 5) 

Pax5 er umritunarþáttur tengdur B frumusvipgerð. Hann kemur fyrst fram hjá eitilfrumuforvera og 

heldur tjáningu sinni allt þar til sérhæfing verður í plasmafrumur. Hann er einnig tjáður í minnisfrumum 

(Shapiro-Shelef & Calame, 2005).  

Pax5  hefur áhrif á gen sem halda í einkenni B frumna. Hann hefur virkjandi áhrif á CD19 og AID 

en bælir tjáningu á IgH, IgL og J-keðjum og kemur þannig í veg fyrir mótefnaseytun og sérhæfingu í 

plasmafrumur. Minnkun á PAX5 tjáningu leiðir til plasmafrumusérhæfingar (Shapiro-Shelef & Calame, 

2005).  

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

Umritunarþátturinn BLIMP1 er nauðsynlegur stjórnunarþáttur tengdur sérhæfingu. Hann þarf að 

vera tjáður svo mótefnaseytandi plasmafrumur geti myndast og starfað. BLIMP1 er því að finna hjá 

mótefnaseytandi plasmablöstum og plasmafrumum og er talinn vera lykilstýrill sérhæfingar hjá B 

frumum (Nutt et al., 2007). Boðefnin IL-6 og IL-10 hvetja til BLIMP1 tjáningar (Klein et al., 2003). 

BLIMP1 stýrir plasmafrumusérhæfingu með því að bæla gen sem tengjast svipgerð B frumna og 

kímstöðvarfrumna. BLIMP1 er tjáð í mergæxlisfrumum (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 að stjórn sérhæfingar úr kímstöðvarfrumum í 

plasmafrumur. Þeir stýra hvenær fruman er tilbúin að yfirgefa kímstöð með því að hafa bælandi áhrif 

hvor á annan (sjá mynd 7). 

 

Mynd 7.  Umritunarstýring plasmafrumusérhæfingar.  

Umritunarþættirnir BCL-6 og PAX5, sem viðhalda B frumueinkennum, bæla tjáningu BLIMP1, sem 
hvetur plasmafrumusérhæfingu. Að sama skapi bælir BLIMP1 tjáningu BCL-6 og PAX5 svo 
plasmafrumusérhæfingin er óafturkræf. PAX5 bælir einnig í tjáningu XBPI og MITF bælir tjáningu IRF4 
(mynd byggð á Shapiro-Shelef & Calame, 2005).   

 

BCL-6 bælir tjáningu BLIMP1 þegar fruman gengur í gegnum kímstöðvarhvarfið. Þegar tjáning á 

BCL-6 minnkar, losnar um bælinguna svo BLIMP1 verður virkur og sérhæfing í plasmafrumu getur átt 

sér stað (Klein & Dalla-Favera, 2008). 

PAX5 bælir tjáningu BLIMP1 á öllum þroskastigum B frumunnar og þegar hún gengur í gegnum 

kímstöðvarhvarfið. Þannig heldur hún í B frumusérkenni og kemur í veg fyrir sérhæfingu (Shapiro-

Shelef & Calame, 2005).  

Þegar tjáning PAX5 minnkar eykst tjáning BLIMP1 að sama skapi. Aukin BLIMP1 tjáning veldur 

bælingu á BCL-6 og PAX5 sem hvetur til óafturkræfðar sérhæfingar í plasmafrumur svo fruman missir 

B frumusérkenni (Shapiro-Shelef & Calame, 2005).  

1.2.2.5 Aðrir umritunarþættir: 

MITF (Microphthalmia-associated transcription factor) er umritunarþáttur á B frumustigi sem líkt og 

BCL-6 og PAX5 hindrar sérhæfingu í plasmafrumur. MITF er nauðsynlegur til að halda þroskuðum B 

frumum í hvíldarfasa og sé hann ekki til staðar eykst tjáning BLIMP1 og plasmafrumur myndast 

tilviljunarkennt. Virkni MITF er háð bælingu IRF4 (interferon regulatory factor 4) (Shapiro-Shelef & 

Calame, 2005). 
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Umritunarþættirnir XBP1 (X-box binding prótein 1) og IRF4 eru tjáðir í plasmafrumum og koma 

einnig við sögu í sérhæfingu. XBP1 stýrir streitu í frymisneti og gerir plasmafrumunni kleift að framleiða 

og seyta gífurlegu magni mótefna (Shapiro-Shelef & Calame, 2005). Þegar tjáning XBP1 hjá langlífum 

plasmafrumum minnkar losnar fruman úr búsvæði og er stýrt í frumudauða vegna álags á frymisnetinu 

(Radbruch et al., 2006). Tjáning XBP1 er virkjuð af BLIMP1 og bæld af PAX5 (Klein & Dalla-Favera, 

2008; Shapiro-Shelef & Calame, 2005). IRF4 er nauðsynlegur stýrill plasmafrumusérhæfingar en hann 

bælir BCL6 og bindur þannig enda á kímstöðvarhvarfið. Tjáningu BLIMP1, XBP1 og IRF4 er stjórnað 

óháð en allir þessir umritunarþættir eru nauðsynlegir fyrir sérhæfingu plasmafrumna (Klein & Dalla-

Favera, 2008).  

Kímstöðvarsvarið er óneitanlega til hagsbóta fyrir ónæmiskerfi lífveru. Þrátt fyrir nákvæma stjórnun 

getur margt farið úrskeiðis og því hafa kímstöðvarfrumur ákvarðandi hlutverk í myndun margra 

eitilfrumuæxla (Klein & Dalla-Favera, 2008). 

1.3 Einstofna mótefnahækkanir 

1.3.1 Einstofna mótefnahækkun (MG) 

Einstofna mótefnahækkun (monoclonal gammopathy, MG) einkennist af tilvist einstofna mótefnis, 

einnig þekkt sem M-prótein eða paraprótein og endurspeglar góðkynja eða illkynja fjölgun B 

eitilfrumna af sama stofni. Einstofna mótefni er hægt að greina sem aðskilið band í próteinrafdrætti 

eða með mótefnalitun (immunofixation) sem er næmari aðferð (Rajkumar, 2009).  

Algengast er að mótefnið sé IgM, IgA eða IgG en gerðin ræðst af því hvort afbrigðilega fjölgunin á 

sér stað fyrir flokkaskipti hjá mótefnaseytandi, þroskaðri B frumu, eða eftir flokkaskipti hjá 

plasmafrumu. Einstofna mótefnahækkun af IgG gerð er algengust (60-70%), því næst kemur IgM gerð 

(15-30%) en IgA gerð er frekar sjaldgæf (5-13%) (Kyle & Rajkumar, 2003). Mótefnahækkanir af IgD og 

IgE gerð eru mjög sjaldgæfar (2% og 0,01%) (Kim et al., 2011; Hayes et al., 2007). 

Margar rannsóknir hafa staðfest aldurstengda tíðni MG sem er í kringum 1% eftir fimmtugt en 

komin í u.þ.b 3% eftir sjötugt (Kyle & Rajkumar, 2003). Í íslenskri rannsókn sem skoðaði tíðni MG á 

tímabilinu 1976-1997 mældist aldursstaðlað nýgengi 10,3 hjá körlum og 8,6 hjá konum á hverja 

100.000 íbúa (Ogmundsdottir et al., 2002). Hugsanlega hefur tíðni MG sjúkdóma verið vanmetin 

gegnum tíðina. Íslensk rannsókn sýndi t.d mun hærri tíðni einstofna mótefnahækkunar þegar hún var 

mæld með mótefnalitun en þegar hún var mæld með próteinrafdrætti sem sýnir mikilvægi þess að nota 

næmar aðferðir (Steingrimsdottir et al., 2007). 

MG getur verið einkennalaus og án nokkurra skilmerkja um illkynja hegðun, svokallað „monoclonal 

gammopathy of undetermined significance“ (MGUS). MG getur einnig verið merki um illkynja sjúkdóm 

þ.e. mergæxli (multiple myeloma, MM), Waldenströms makróglóbúlínemiu (WM) eða aðra 

eitilfrumusjúkdóma (Rajkumar, 2009).  
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1.3.2 MGUS og SMM 

MGUS er forveri illkynja plasmafrumusjúkdóma. Greiningarskilmerki eru minna en 3,0 g/dL af 

einstofna mótefni í sermi, plasmafrumur af sama stofni í beinmerg undir 10%, lítið sem ekkert M-

prótein í þvagi og engin einkenni líffæraskemmda af völdum plasmafrumufjölgunar (Kyle et al., 2010).  

MGUS er tiltölulega algengt. Í Svíþjóð, Bandaríkjunum og Vestur-Frakklandi mældist tíðni u.þ.b 

1,5% hjá fólki eldra en 50 ára og 3% hjá 70 ára og eldri. Í rannsókn sem gerð var í Minnesota í 

Bandaríkjunum fannst MGUS í 3,2% íbúa 50 ára og eldri, 5,3% hjá 70 ára og eldri en 7,5% hjá 85 ára 

og eldri (Kyle et al., 2010). Tíðnitölur eru því nokkuð breytilegar eftir rannsóknum. Tíðni MGUS er 

einnig breytileg eftir kyni og kynþáttum, hærri hjá körlum en konum og meðal svartra en hvítra 

(Wadhera & Rajkumar, 2010). Auk þess sýndi íslenska MG rannsóknin frá 1976-1997 að MGUS af IgA 

gerð hefur marktækt hærri áhættu á þróun illkynja sjúkdóma en MGUS af öðrum gerðum 

(Ogmundsdottir et al., 2002). 

SMM er líkt og MGUS, forveri illkynja plasmafrumusjúkdóma og laus við líffæraskemmdir af völdum 

plasmafrumufjölgunar. Í SMM mælist einstofna mótefni í sermi hins vegar yfir 3,0 g/dL og/eða 

plasmafrumur af sama stofni í beinmerg yfir 10% svo hann er kominn lengra á veg en MGUS. Áhætta 

illkynja þróunar SMM eftir greiningu er 10% fyrstu 5 árin, 3% eftir 5-10 ár og 1-2% eftir 10-20 ár, ólíkt 

MGUS sem hefur fasta 1% áhættu á ári. Meðferð við MGUS og SMM er engin en þessir einstaklingar 

eru þó undir reglulegu eftirliti (Kyle et al., 2010). 

Í íslenskri rannsókn voru skoðuð frosin sermissýni hjá einstaklingum sem síðar greindust með 

mergæxli og WM. Notuð voru sýni frá 65 mergæxlis- og 10 WM-tilfellum og reyndust 46% tilfella hafa 

MGUS allt að tíu árum fyrir greiningu sem staðfestir MGUS sem forstig þessara sjúkdóma. Þegar 

einstaklingar með mergæxli sem seyta ekki mótefnum (non-secreting) og WM voru teknir út reyndust 

72% tilfella hafa MGUS fyrir greiningu á mergæxli. IgG MGUS var algengasta gerðin (57%), þá IgA 

(33,4%) en IgM var sjaldgæfast (8,5%) (Steingrimsdottir et al., 2007). 

1.3.3 Mergæxli (multiple myeloma, MM) 

Mergæxli myndast vegna illkynja fjölgunar plasmafrumna af sama stofni í beinmerg. Mergæxlisfrumur 

seyta einstofna mótefni af IgG eða IgA gerð, eða í sumum tilfellum eingöngu léttum keðjum 

mótefnisins sem eru þá annað hvort kappa eða lambda keðjur (Kuehl & Bergsagel, 2002). 

Á heimsvísu er hlutfall mergæxla innan við 1% af öllum krabbameinum með 16.000 ný tilfelli árlega 

í Evrópu. Tíðni er hæst á Vesturlöndum og sýna svartir tvöfalt hærra nýgengi en hvítir og karlar örlítið 

hærra nýgengi en konur (Altieri et al., 2006; Rajkumar, 2009). Mergæxli eru rúmlega 1% allra illkynja 

æxla á Íslandi. Nýgengi sjúkdómsins á árunum 2002-2006 var 3,5 á hverja 100.000 karla en 3,6 á 

hverjar 100.000 konur (Jónasson & Tryggvadóttir, 2008). Þrátt fyrir að mergæxli sé ekki sérstaklega 

algengt krabbamein er það alvarlegur og ólæknandi sjúkdómur (Rajkumar, 2009).  

Sjúkdómurinn er talinn þróast út frá MGUS eða SMM forstigi en þar sem þessi forstig eru 

einkennalaus greinast þau sjaldan. Greiningarskilmerki mergæxla eru að einstofna prótein mælist í 

blóði og/eða þvagi, yfir 10% af plasmafrumum í beinmerg eru af sama stofni og greinileg 

sjúkdómseinkenni af völdum plasmafrumufjölgunar eru til staðar. Helstu sjúkdómseinkenni eru 
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beineyðing, blóðleysi, endurteknar bakteríusýkingar og nýrnabilun auk höfuðverkja, þreytu og slens af 

völdum óeðlilegrar kalsíumhækkunar í blóði (Rajkumar, 2009). 

Það fer eftir einkennum og aldri mergæxlissjúklinga, og á hvaða stigi sjúkdómurinn er, hvenær 

byrjað er á meðferðinni og hversu kröftug hún er. Töluverður árangur hefur náðst á undanförnum árum 

við að halda sjúkdómnum niðri og lengja líftíma. Bestur árangur hingað til næst með því að gefa 

háskammta krabbameinslyfjameðferð með eigin stofnfrumuígræðslu. Á undanförnum árum hafa 

jafnframt verið að koma fram ný lyf til meðferðar á mergæxli sem hafa aukið lífslengd þessara 

sjúklinga umtalsvert. (Rajkumar, 2009). 

1.3.4 Waldenströms makróglóbúlínemia (WM) 

WM er sjúkdómur sem verður til vegna illkynja fjölgunar B eitilfrumna af sama stofni og telst til 

eitilfrumuæxla (non-Hodgkin lymphoma, NHL). WM frumur eru taldar vera frumur sem hafa annað 

hvort ekki gengið í gegnum kímstöðvarhvarfið eða eru komnar skammt á veg. Þessar æxlisfrumur hafa 

ekki gengið í gegnum flokkaskipti, seyta mótefnum af gerðinni IgM og er oftast að finna í beinmerg, 

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

Árlega greinast um 3 milljónir einstaklinga í heiminum með WM (Neparidze & Dhodapkar, 2009). 

Erfitt er að áætla nýgengi þar sem sjúkdómurinn var ekki skilgreindur sem illkynja sjúkdómur fyrr en 

árið 1991. Það er þó talið vera um 2,5 á hverja 1.000.000 einstaklinga á ári (Gertz et al., 2000). Í 

Bandaríkjunum hafa rannsóknir staðfest lága tíðni WM. Í einni rannsókn var árlegt nýgengi áætlað 3,4 

á hverja 1.000.000 karla en 1,7 á hverjar 1.000.000 konur. Tíðni sjúkdómsins eykst jafnframt með aldri 

og meðalaldur við greiningu er 72 ár. Ólíkt mergæxlum er WM næstum tvisvar sinnum algengari meðal 

hvítra en svartra (McMaster, 2003). 

IgM-MGUS er forstig WM og ber með sér 46 falda áhættu á þróun sjúkdómsins (Neparidze & 

Dhodapkar, 2009). Ólíkt MGUS af öðrum gerðum er IgM MGUS algengara meðal hvítra. IgM MGUS 

getur líka þróast yfir í aðra sjúkdóma en WM, t.d langvinnt eitilfrumuhvítbæði (CLL) eða aðra 

eitilfrumusjúkdóma þótt það sé mun sjaldgæfara. Hraði þróunar IgM MGUS í illkynja sjúkdóm er 1,5% 

á ári samanborið við 1,0% hjá MGUS á heildina litið (Rajkumar, 2009).  

Til þess að sjúkdómurinn teljist WM þarf einstofna mótefnahækkun að vera af gerðinni IgM og 

uppsöfnun æxlisfrumna í beinmerg að vera yfir 10% (Rajkumar, 2009). Helstu sjúkdómseinkenni eru 

þreyta, höfuðverkur, stækkun eitla, blóðleysi, blóðnasir og truflun í taugakerfi en mörg þessara 

einkenna má rekja til aukinnar seigju í blóði vegna mikillar hækkunar einstofna mótefnis eða mikillar 

íferðar illkynja frumna í beinmerg og/eða eitilvef. Um fjórðungur sjúklinga eru einkennalausir og 

greindir fyrir tilviljun. Þótt WM sé ólæknandi sjúkdómur er hann yfirleitt ekki meðhöndlaður nema 

sjúklingurinn sé með einkenni en meðferð fer eftir alvarleika sjúkdómsins og er mjög 

einstaklingsbundin. Lyfjameðferð til að fækka æxlisfrumum og blóðvökvaskilun (plasmapheresis) til að 

minnka magn einstofna mótefnis í sermi eru helstu meðferðarúrræðin (Neparidze & Dhodapkar, 2009). 

Langvinnt eitilfrumuhvítblæði (Chronic Lymphocytic Leukemia, CLL) er illkynja B 

eitilfrumusjúkdómur sem á margt sameiginlegt með WM. Það er ólæknandi sjúkdómur, á sér 

einkennalaust forstig MBL (Monoclonal B cell lymphocytosis) og það sem athyglisverðast er, sýnir 

tengsl við sömu genasvæði og er að finna í sömu fjölskyldum og WM (McMaster & Landgren, 2010). 
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1.3.5 Orsakir MG 

Talið er að æxlisvöxtur af B eitilfrumuuppruna eigi rætur að rekja til mistaka eða afbrigða í B 

frumuviðbragðinu í kímstöð þegar fruman leyfir genaóstöðugleika til skamms tíma (Klein & Dalla-

Favera, 2008). 

Nokkur litningaafbrigði hafa verið tengd mergæxlum. Sjúklingum má skipta upp í tvo hópa; þá sem 

hafa fleiri en 46 litninga, og þá sem hafa annað hvort færri en 46 litninga eða litninga með afbrigðilega 

byggingu. Í fyrri hópnum (hyperdiploid) er litningafjöldi hár, miðgildið 54 litningar, og algengast er að 

finna þrístæður á litningum 3, 5, 7, 9, 11, 15, 19 og 21. Seinni hópurinn (non-hyperdiploid) hefur meiri 

breytileika. Algengustu afbrigðin í þeim hópi eru einstæða á litningi 13, eyðing á 8p, auka 1q og 14q32 

yfirfærslur. Litningur 14 hefur IgH genið á q32 en yfirfærslur á þessu svæði er að finna í 60% 

mergæxlistilfella. A.m.k. 30 mismunandi litningasvæði koma við sögu í 14q32 yfirfærslum þar sem 

t(11;14) (20%), t(4;14) (15%) og t(14;16) (5%) eru algengastar. Einstæða á litningi 13 sést í um 50% 

tilfella hjá mergæxlissjúklingum og í svipaðri tíðni í MGUS svo líklegast er þetta atburður sem gerist 

snemma í sjúkdómsþróuninni. Yfirfærslurnar t(4;14) og t(14;16) og eyðing á stutta armi 17 (17p) eru 

mikilvægir neikvæðir forspárþættir og tengjast slæmum horfum. Þannig má nota litningaafbrigði til að 

meta áhættu og horfur sjúklinga og í vissum tilfellum velja heppilega meðferð út frá því (Avet-Loiseau, 

2007). 

Eyðing langa armsins á litningi 6 (6q) er algengasti afbrigðileikinn í WM og finnst í 50% sjúklinga. 

Þessi galli er hins vegar ekki sértækur fyrir WM og finnst í mörgum B frumuæxlum. Armurinn hefur 

PRDMI/BLIMP1 genið sem er aðal stýrillinn í plasmafrumusérhæfingu (sjá kafla 1.2.2.3 hér að framan) 

(Ackroyd et al., 2005; Neparidze & Dhodapkar, 2009). 

Með genatjáningarrannsóknum hafa fundist fjöldamörg gen sem eru afbrigðilega tjáð í MGUS 

og/eða illkynja sjúkdómum. Flest þessara gena tengjast stjórn á frumuhring, viðloðun við stoðvef í 

beinmerg, frumudauða, lyfjaónæmi, vaxtarstöðvun og umritun (Zhan et al., 2002). 

Genatjáningarrannsóknir (GEP, gene expression profile) benda til þess að WM sé skyldari CLL en 

mergæxlum (Neparidze & Dhodapkar, 2009). 

Ákveðnir umhverfisþættir, t.d geislun og efni notuð í landbúnaði, hafa mögulega áhrif á myndun 

mergæxla þrátt fyrir að tengsl við sjúkdóminn séu ekki sterk. Einnig hefur verið bent á stöðugt áreiti 

vaka vegna sýkinga eða sjálfsofnæmis en tengslin eru ekki eins sannfærandi. Takmarkað er vitað um 

áhættuþætti MGUS og WM en mögulega skarast þeir á við áhættuþætti mergæxla (Kyle et al., 2010; 

McMaster & Landgren, 2010). Margt bendir til þess að stöðugt áreiti vaka geti aukið líkurnar á myndun 

WM og fundist hafa tengsl milli aukinnar áhættu á þróun WM og sjálfsofnæmis (Landgren et al., 2009). 

Mikilvægur áhættuþáttur fyrir MG sjúkdómum eru erfðir og fjölskyldusaga sem vert er að skoða nánar 

(Ogmundsdóttir, 2003). 

1.4 Fjölskyldurannsóknir 

1.4.1 Fjölskyldur með einstofna mótefnahækkun 

Talsvert er vitað um gena- og litningabreytingar sem verða í illkynja framvindu MG sjúkdóma. Lítið er 

hins vegar vitað um fyrri hluta atburðarrásarinnar, þ.e. hvað veldur viðvarandi fjölgun eins stofns af B 
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eitilfrumum. Á undanförnum fimm áratugum hefur um 130 fjölskyldum verið lýst með ættlæga 

tilhneigingu til mergæxla, MGUS eða WM. Flestar rannsóknir benda til þess að skipta megi fjölskyldum 

upp í tvo flokka, þær sem hafa IgM-MGUS og WM og þær sem hafa IgG/IgA-MGUS og mergæxli 

(Ogmundsdottir et al., 2009). Þessi flokkun mergæxlis og WM fjölskyldna var styrkt enn frekar í stórri 

sænskri rannsókn þar sem í ljós kom að ættingjar WM sjúklinga höfðu 20 falda aukna áhættu á þróun 

WM en enga aukna áhættu á þróun mergæxla (Kristinsson et al., 2008).  

Í sumum WM fjölskyldum greinast margir í fjölskyldunni en í flestum mergæxlisfjölskyldum eru bara 

tvö tilfelli. Í 2/3 mergæxlisfjölskyldna tilheyra sjúklingar sama systkinahópnum en WM tilfelli dreifast 

milli fleiri kynslóða þar sem afkomendur greinast yngri en einstaklingar í eldri kynslóðum. Í WM 

fjölskyldum er líka töluvert hærra hlutfall sjúklinga meðal karla ólíkt mergæxlisfjölskyldum þar sem 

kynjahlutfall er jafnara (Ogmundsdottir et al., 2009). Mergæxlis- og WM fjölskyldur bera með sér aukna 

áhættu gagnvart B eitilfrumusjúkdómum. T.d. kom í ljós í stórri rannsókn í Svíþjóð að ættingjar MGUS 

sjúklinga höfðu þrefalda aukna áhættu á þróun MGUS og mergæxla, fjórfalda á þróun WM og tvöfalda 

á þróun CLL (Kristinsson et al., 2008). Í annarri sænskri rannsókn sem skoðaði ættingja WM sjúklinga 

sýndu þeir þrefalda áhættu á þróun NHL og CLL og fimmfalda áhættu á þróun MGUS (Landgren et al., 

2009). Í íslenskri rannsókn kom í ljós að ættingjar mergæxlissjúklinga bera með sér rúmlega tvöfalda 

áhættu á þróun mergæxla (Ogmundsdottir et al., 2005). 

Þessi aukna áhætta fyrir B eitilfrumusjúkdómum innan fjölskyldna gefur til kynna gen sem gera 

einstaklinginn móttækilegan fyrir þessum sjúkdómum (Landgren et al., 2009). Erfðir virðast því gegna 

mikilvægu hlutverki fyrir myndun mótefnaframleiðandi æxlisfrumna. Af þessum 130 fjölskyldum sem 

hefur verið lýst hafa einungis sjö þeirra bæði mergæxlis- og WM tilfelli. Þar af eru fimm íslenskar 

(Ogmundsdottir et al., 2011). 

1.4.2 Fyrri rannsóknir á Íslandi 

1.4.2.1 Íslenskar MG fjölskyldur 

Fyrstu íslensku fjölskyldunni með tvö eða fleiri tilfelli af einstofna mótefnahækkun var fyrst lýst árið 

1978. Í þessari fjölskyldu eru nokkur tilfelli af WM, mergæxlum og MGUS ásamt öðrum illkynja 

eitilfrumusjúkdómum (Bjornsson et al., 1978; Ogmundsdottir et al., 2009).  

Í framhaldinu voru öll mergæxlistilfelli frá upphafi Krabbameinskrár Íslands 1955 til ársloka 1999 

tekin saman, ættir þeirra raktar og bornar saman við Þjóðskrá og gögn yfir MG sjúkdóma. Þannig 

fengust sjö fjölskyldur, til viðbótar við þá sem áður var þekkt, sem höfðu tvö eða fleiri tilfelli af einstofna 

mótefnahækkun (Ogmundsdottir et al., 2009; Ogmundsdottir et al., 2005). Þessar fjölskyldur hafa nú 

verið raktar enn frekar, bornar saman við Krabbameinsskrá Íslands og 350 fjölskyldumeðlimir skimaðir 

fyrir einstofna mótefnahækkun. Þannig telja þessar átta fjölskyldur 4370 einstaklinga með 60 tilfelli af 

MG eða öðrum eitilfrumusjúkdómum (Ogmundsdottir et al., 2009; Ogmundsdottir et al., 2011; 

Steingrimsdottir et al., 2011).  
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Mynd 8.  Íslenskar MG fjölskyldur.  

Á Íslandi hafa fundist átta fjölskyldur sem hafa tvö eða fleiri tilfelli af einstofna mótefnahækkun. 
Fjölskylda 8 var sú fyrsta sem var uppgötvuð og ofursvarar finnast í fjölskyldum 2, 3, 7 og 8 
(Steingrimsdottir et al., 2011). 

 

Flokka má íslensku fjölskyldurnar í tvo hópa. Annar hópurinn inniheldur fjölskyldur sem hafa bæði 

IgG/A og IgM sjúkdóma en hinn fjölskyldur sem hafa einungis IgG/A sjúkdóma en oft líka T frumu 

sjúkdóma. Fyrri hópurinn inniheldur fimm fjölskyldur en auk þeirra hafa einungis verið greindar tvær 

aðrar IgG/A og IgM fjölskyldur í heiminum. Þessi blöndun IgG/A og IgM sjúkdóma í sömu fjölskyldunni 

er þvert á flestar rannsóknir sem segja þessa sjúkdóma ekki deila erfðafræðilegum bakgrunni. Það er 

þó vert að nefna að í tveimur af þessum fimm íslensku fjölskyldum hefur önnur sjúkdómsgerð en sú 

sem er ráðandi komið inn með einstaklingum sem giftust inn í fjölskylduna (Steingrimsdottir et al., 

2011). Þessar blönduðu fjölskyldur gefa til kynna að afbrigðileg frumufjölgun geti bæði átt sér stað fyrir 

eða eftir flokkaskipti á sama erfðafræðilega bakgrunninum (Ogmundsdóttir, 2003).  

1.4.2.2 Ofursvarar 

Eftir að fyrsta íslenska MG fjölskyldan var uppgötvuð kom í ljós að þriðjungur af 35 heilbrigðum 

fjölskyldumeðlimum hafði ofursvarandi B frumur með aukna mótefnaframleiðslu eftir örvun með 

pokeweed eitilfrumuræsa (mitogen). Þessir heilbrigðu fjölskyldumeðlimir voru nefndir ofursvarar 

(Ogmundsdottir et al., 1994). Við nánari athugun reyndust ofursvarandi B frumur lifa lengur í rækt en 

viðmiðafrumur og langlífi þeirra tengdist framlengdri tjáningu á dauðavarnarpróteininu BCL-2 sem 
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venjulega er aðeins tjáð í skamman tíma eftir ræsingu (Ogmundsdottir et al., 1999). Ofursvörun hefur 

haldist stöðug í sumum þessara fjölskyldumeðlima í tvo áratugi (Ogmundsdottir et al., 2011).  

Í nýlegri rannsókn voru valdir heilbrigðir ættingjar úr öllum átta fjölskyldunum sem eru þekktar og 

prófaðir fyrir B frumu ofursvörun. Þannig bættist í hópinn og nú hafa tólf ofursvarar verið greindir í 

fjórum af þessum átta fjölskyldum, þar af átta einstaklingar í upphaflegu fjölskyldunni. Af ofursvörunum 

voru sjö með aukna framleiðslu á fjölstofna IgG, fjórir með IgM en einn sem hafði bæði IgG og IgM. 

Ofursvarana var aðeins að finna í fjölskyldum sem voru blandaðar, þ.e hafa bæði IgG/A og IgM 

sjúkdóma (Ogmundsdottir et al., 2011). 

Í sömu rannsókn bentu niðurstöður til þess að aukin mótefnaframleiðsla væri vegna aukins fjölda 

mótefnaseytandi frumna frekar en aukins mótefnamagns sem hver fruma myndar. Einnig kom í ljós að 

samanborið við viðmið höfðu ofursvarar marktækt hærra hlutfall af frumum sem voru jákvæðar fyrir 

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

Fjölstofna hækkun á IgM mótefnum í blóði hefur nýlega verið lýst í ættingjum IgM MG tilfella í 

amerískum WM fjölskyldum (McMaster et al., 2007). Slík hækkun fannst einnig í fyrstu íslensku 

fjölskyldunni (Bjornsson et al., 1978). 

1.4.2.3 Kímstöðvarlíkan 

Í fyrri áfanga þessa verkefnis (meistaraverkefni 2008) var þróað líkan til þess að líkja eftir ræsingu B 

eitilfrumna í kímstöð. Mikilvægasti þáttur þessa kímstöðvarlíkans voru Chinese Hamster Ovary (CHO) 

frumur sem tjá CD40L á yfirborði sínu og örva þannig B frumur í gegnum CD40 viðtaka. Með þessari 

örvun, sem er úrslitaþáttur kímstöðvarlíkansins, er líkt á raunhæfan hátt eftir því sem gerist „in vivo“. 

Margir þættir voru prófaðir til að gera kímstöðvarlíkanið eins raunverulegt og lífvænlegt og mögulegt 

var. Ákveðið var að geisla CHO frumurnar til þess að hamla frumuskiptingu en finna þurfti rétta 

geislaskammtinn svo frumurnar héldust samt sem áður á lífi og tjáðu CD40L. Einnig þurfti að ákvarða 

magn CHO frumna og B eitilfrumna sem sá mátti á hvern bakka. IL-4 var eina boðefnið sem var bætt 

út í ræktina þar sem það er lífsnauðsynlegt boðefni seytt af T frumum við ónæmissvar og er ekki 

framleitt innrænt. Best gafst að bæta kálfasermi út í frumuætið þótt ákjósanlegra hefði verið að nota 

sermislaust æti vegna illa skilgreindra þátta sem finna má í sermi. Valið var að nota  kálfasermi með 

sérstaklega lágu IgG til að takmarka bakgrunnsáhrif mótefna. Þannig fékkst raunhæft líkan sem líkir 

eftir ræsingu B eitilfrumna í kímstöð og getur vonandi leitt okkur skrefi nær sannleikanum um einstofna 

mótefnahækkun og kímstöðvarsvar (meistararitgerð 2008).  
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2 Markmið 

Verkefni þetta er hluti af stærri rannsókn sem kannar arfgengar orsakir afbrigðilegrar starfsemi B 

eitilfrumna og tilhneigingar til myndunar mergæxla. Efniviðurinn eru íslensku fjölskyldurnar átta sem 

lýst var hér að framan. Í fyrri áfanga rannsóknarinnar (meistaraverkefni 2006-2008) var þróað 

ræktunarlíkan sem líkir eftir svari B eitilfrumna í kímstöð. Talið er að æxlisvöxtur af B eitilfrumuuppruna 

eigi rætur að rekja til mistaka eða afbrigða í B frumuviðbragðinu í kímstöð. Í þessu meistaraverkefni 

var notast við frumur úr ofursvörum, ættingjum þeirra og óskyldum viðmiðum og þær prófaðar í 

kímstöðvarlíkaninu. Verkefninu var skipt upp í eftirfarandi megin- og undirmarkmið:  

a) Aðferðaþróun: 

a. Að kanna muninn á notkun ferskra og frystra sýna í kímstöðvarlíkaninu. Ef hægt er að 

nota fryst sýni auðveldar það framkvæmd rannsóknarinnar til muna hvað varðar 

tímaþætti. Auk þess væri þá hægt að nota þau sýni sem til staðar eru og ekki þyrfti að 

kalla alla þátttakendur inn til blóðgjafar. 

b. Að þróa aðferð til að einangra RNA úr óörvuðum og örvuðum B eitilfrumum úr 

kímstöðvarlíkaninu. 

c. Að þróa aðferð til að einangra DNA úr óörvuðum B eitilfrumum og kornfrumum 

(granulocytes).  

b) Aðalrannsóknarspurning: 

a. Sýna B eitilfrumur ofursvara afbrigði í kímstöðvarviðbragði hvað varðar: 

i. Yfirborðssvipgerð    

ii. Innri svipgerð 
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3 Efni og aðferðir 

3.1 RNA einangrun 
Hluti af frumum úr kímstöðvarræktinni var tekinn frá á degi 0 og 14 til RNA einangrunar. Takmarkið var 

að fá sem mest magn af heildar RNA úr sem fæstum frumum svo nokkrar aðferðir voru prófaðar. B 

eitilfrumur voru ýmist leystar upp í 500 µL af RNA later blöndu (4:1 RNA later® (Qiagen, Þýskaland) : 

RPMI-1640 + ultra low IgG FCS æti) og frystar í -20°C, frystar í fljótandi köfnunarefni og geymdar við    

-70°C eða notaðar ferskar. Á degi 0 var notast við 1x106 nýeinangraðar og óörvaðar B eitilfrumur en á 

degi 14 var einn brunnur (300.000 frumum sáð) af örvuðum B frumum notaður fyrir hvern þátttakanda. 

Þar sem RNA er mjög óstöðug sameind var reynt að vinna hratt og örugglega í RNasa fríu umhverfi 

og sem mest á ís. Nokkrar RNA einangrunaraðferðir voru prófaðar en allar höfðu þær það 

sameiginlegt að sýnin voru að lokinni einangrun leyst upp í 50 µL af RNasa fríu vatni, styrkur og 

hreinleiki mældur á NanoDrop® (ND 1000, Thermo) og sýnin svo fryst við -70°C. 

3.1.1 RNeasy Mini Kit 

Í þessari tilraun var RNA einangrað með RNeasy® Mini Kit (Qiagen) og farið eftir aðferðalýsingu fyrir 

einangrun á heildar RNA úr dýrafrumum. Aðferðin byggist á því að segulkúlur bindast RNA 

sameindum og dragast í kjölfarið að segulmagnaðri súlu en aðrar eindir renna í gegn (sjá mynd 9).  

Í flestum tilfellum var 10% mercaptoetanóli bætt við RLT lausnina (Lysis buffer) til þess að óvirkja 

RNasa sem losnar út við frumurof. Jafnframt var DNasa melting oft framkvæmd á RNeasy Mini Kit 

(Qiagen) súlunni með því að nota Rnasa frítt DNasa sett (Qiagen) og aðferðalýsingu fylgt fyrir DNasa 

meltingu á RNA fyrir RNA hreinsun.  

3.1.2 BioRobot EZ1 

Heildar RNA var einangrað á BioRobot EZ1 (Qiagen) með EZ1 RNA korti (Qiagen). Notast var við EZ1 

RNA Mini Kit (Qiagen) settið með DNasa hindrun  sem byggir á sömu aðferðafræði og RNeasy Mini 

Kit settið. Farið var eftir aðferðarlýsingu settsins fyrir einangrun á heildar RNA úr manna- og 

dýrafrumum.  

3.1.3 TRI reagent 

Heildar RNA var einangrað með TRI reagent® (Ambion) og hreinsað á RNeasy Mini Kit (Qiagen) eða 

RNeasy MinElute (Qiagen) súlu. Sýnin voru leyst upp í 0,5 mL TRI reagent® (Ambion) og 150 µL  

klóróformi, látin standa í stofuhita (25°C) í 5 mín  og skilin niður við 13000 snún/mín í kældri skilvindu 

(4°C) í 15 mín. Þá var vatnsfasinn fjarlægður ofan af þrískiptri lausninni, settur í nýtt 15 mL glas 

(Falcon, BD) og 250 µL ísóprópanóli bætt við hann. Afgangnum af þrískiptu lausninni var annað hvort 

hent eða hann frystur fyrir DNA einangrun. Þá var 1 µL af tRNA, sem virkar sem burðar RNA, bætt við 

vatnslausnina, hún látin standa við stofuhita (25°C ) í 10 mín og skilin niður við 13000 snún/mín í 

kældri skilvindu (4°C) í 10 mín. Flot var tekið ofa n af, botnfall leyst í 0,5 mL af 75% etanóli og skilið 

niður við 8000 snún/mín í kældri skilvindu í 5 mín. Flot aftur tekið ofan af og RNA botnfallið þurrkað í 

5-10 mín við stofuhita (25°C), áður en það var leys t upp í RNasa fríu vatni (Ambion) við 55°C í 10 mín .      
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Eftir TRI reagent® einangrunina voru RNA sýnin hreinsuð, ýmist á RNeasy Mini Kit (Qiagen) eða 

RNeasy MinElute (Qiagen) súlu. Notast var við β-mercaptoetanól, DNasa melting framkvæmd með 

RNase-Free DNase setti (Qiagen) og farið eftir aðferðarlýsingu um hreinsun á RNA í báðum tilfellum.  

 

 

Mynd 9.  RNA einangrun með RNeasy Mini Kit.  

Segulkúlur bindast RNA sameindum og dragast að segulmagnaðri súlu meðan aðrar eindir fara í gegn 
(mynd byggð á Qiagen EZ1® RNA Handbook). 
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3.2 DNA einangrun 
Hluti af nýeinagruðum B eitilfrumum var tekinn frá fyrir einangrun á DNA til CGH (comparative 

genomic hybridization) rannsókna. Takmarkið var að reyna að fá sem mest magn af heildar DNA úr 

sem fæstum frumum svo nokkrar aðferðir voru prófaðar. B eitilfrumur voru skildar niður við 2000 

snún/mín í 5 mín, botnfallið snöggfryst í fljótandi köfnunarefni og svo geymt við -70°C til frekari 

einangrunar. Til samanburðar var rauðkornaþykkni, sem innihélt kornfrumur (granulocytes), safnað 

eftir einangrun á einkjarna blóðfrumum og það fryst við -70°C. Áður en DNA einangrun fór fram var 

rauðkornaþykknið þvegið tvisvar með 15 mL af ísköldum Lysis buffer (sjá viðauka 1) til að losna við 

sem mest af rauðum blóðkornum, skilið niður við 3000 snún/mín í skilvindu og floti hellt af. Að lokinni 

einangrun með öllum aðferðunum var styrkur og hreinleiki mældur á NanoDrop (Thermo) og sýnin 

fryst við -20°C. 

3.2.1 QIAamp Mini Kit 

QIAamp Mini Kit (Qiagen) er hægt að nota til einangrunar á DNA. Aðferðin byggir á því að stýra 

umhverfisaðstæðum, þ.e. hafa ákveðið sýrustig og saltstyrk í roflausn (lysate) sem veldur því að 

einungis DNA sameindir bindast við himnu meðan aðrar, t.d. prótein, gera það ekki (sjá mynd 10). 

Í þessari rannsókn var heildar DNA einangrað með QIAamp Mini Kit (Qiagen) og aðferðarlýsingu fyrir 

DNA einangrun úr blóði og líkamsvökva fylgt. Fyrir einangrunina voru frumurnar leystar upp í 200 µL 

PBS en eftir hana í 50 µL AE lausn (Qiagen).  

3.2.2 TRI reagent 

TRI reagent® (Ambion) má einnig nota til einangrunar á heildar DNA líkt og einangrun á heildar RNA. 

Eftir fyrstu skiljun myndaðist þrískipt lausn eins og fyrr segir. Þegar búið var að fjarlægja vatnsfasann 

sem innihélt RNA sameindir var 150 µL af 100% etanóli bætt ofan á afganginn af lausninni sem 

innihélt DNA og blandað vel. Sýnin voru látin standa við stofuhita (25°C) í 2-3mín og svo skilin niður  

við 2000 snún/mín í kældri skilvindu (4°C) í 5 mín.  Fenól-etanól flotið sem lá ofan á var fjarlægt og 

botnfallið þvegið í 0,5 mL af 0,1 M natríumsítrati (sodiumcitrate) í 10% etanóli. Botnfallið svo látið liggja 

í þvottalausninni í 30 mín við stofuhita (25°C) og skilið niður við 2000 snún/mín í kældi skilvindu (4°C) í 

5 mín. Þvottaskrefið var endurtekið, DNA botnfallið þurrkað og að lokum leyst upp í 50 µL af 8 mM 

NaOH.  

3.2.3 Fenól/klóróform útfelling 

Frystar B eitilfrumur voru leystar upp í 1 mL PBS, skildar niður við 2000 snún/mín í 5 mín og flot 

fjarlægt. Skrefið endurtekið og botnfall leyst upp í 1 mL meltilausn (sjá viðauka 1). Sýnin voru svo hrist 

í 12-18 klst við 37°C. Þá var 1 mL af fenól/klórófo rm/ísóamyl (25:24:1) alkóhóli bætt við sýnin, blandað 

vel og skilið niður við 2000 snún/mín í 10 mín. Flot sem inniheldur DNA sameindir var tekið ofan af, 

sett í nýtt 15 mL glas (Falcon, BD) og fenól/klóróform/ísóamyl alkóhól skrefið endurtekið. Flot tekið 

ofan af, sett í glas sem innihélt 1 mL af klóróformi og svo skilið niður á 2000 snún/mín. Flot var tekið 

ofan af að nýju og sett í nýtt glas sem innihélt 100 µL af 3 M natríum asetat, 2 mL af 96% etanóli settir 

varlega út í og glasinu velt þar til DNA þráður kom í ljós. Þá var glasið sett í frysti (-20°C) í 30 m ín og 

svo skilið niður við 3000 snún/mín í 5 mín. Floti hellt af og botnfall skolað með 3 mL af 70% etanóli og 
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skilið niður við 3000 snún/mín í 6 mín. Þetta skref var svo endurtekið. Þá var DNA þráðurinn fluttur í 

nýtt 1,5 mL glas (Eppendorf, Þýskaland), loftþurrkaður og leystur upp í 50 µL af 1xTE lausn (sjá 

viðauka 1) og lausnin látin vagga yfir nótt áður en styrkur og hreinleiki var mældur. Einangrun á 

kornfrumum fór fram með sama hætti nema magn efna var þrisvar sinnum meira en hjá B 

eitilfrumunum.  

 

Mynd 10.  DNA einangrun með QIAamp Mini Kit.  

DNA sameindir bindast við himnu vegna salts- og sýrustyrks en aðrar sameindir renna í gegn (mynd 
byggð á Qiagen QIAamp® DNA Mini and Blood Mini Handbook). 
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3.3 Kímstöðvarlíkan 
Við framkvæmd þessarar rannsóknar var notast við áður þróað kímstöðvarlíkan (meistaraverkefni 

2006-2008) þar sem einangraðar B eitilfrumur voru ræstar af CD40L-CHO frumum og IL-4 og 

ræktaðar í 3 vikur. Frumum var safnað vikulega og þroskaferli þeirra skoðað í frumuflæðisjá. 

3.3.1 Sýni 

Efniviðurinn voru sýni úr tólf ofursvörum úr fjölskyldunum átta, ásamt skyldum og óskyldum viðmiðum, 

parað fyrir aldur og kyn. Leyfi voru fengin frá Persónuvernd og Vísindasiðanefnd auk þess sem upplýst 

samþykki var fengið frá þátttakendunum sjálfum. Af þessum tólf ofursvörum samþykktu ellefu þátttöku 

og voru kallaðir inn til blóðtöku ásamt samsvarandi skyldum og óskyldum viðmiðum þeirra. Tekin voru 

60-70 mL sýni af heilblóði úr hverjum þátttakanda og þeim safnað í EDTA blóðtökuglös (Vacutainer®, 

BD, NJ, USA ).  

3.3.2 Einangrun á einkjarna blóðfrumum 

Hverju blóðsýni var skipt upp í 3x50 mL glös og einkjarna blóðfrumur (PBMC, peripheral blood 

mononuclear cells) einangraðar með Histopaque®-1077 (Sigma, MO, USA) þéttnistigli (density 

gradient method). Blóðið var þynnt með dauðhreinsuðu PBS (sjá viðauka 1) í hlutfallinu 20 mL heilblóð 

á móti 15 mL PBS í hverju glasi, 10 mL af Histopaque®-1077 (Sigma) var svo sprautað varlega í 

botninn á glasinu með sprautu og nál og skilið niður við 1700 snún/mín í 30 mín. Þetta olli aðskilnaði á 

blóðhlutum; efst lagðist plasma, neðar mynduðu einkjarna blóðfrumur lag ofan á Histopaque®-1077 

vökvanum en til botns féllu rauð blóðkorn og kornfrumur (sjá mynd 11). Tekið var sýni af 

rauðkornaþykkni og sett í 2x 2mL glös sem var notað til einangrunar á DNA í seinni áfanga þessa 

verkefnis.  

 

Mynd 11. Skiljun með Histopaque®-1077.  

Skiljun með Histopaque®-1077 veldur aðskilnaði á blóðhlutum; efst liggur plasma, neðar mynda 
einkjarna blóðfrumur lag ofan á Histopaque®-1077 vökvanum og  rauð blóðkorn og kornfrumur falla til 
botns (mynd byggð á Murphy et al., 2008). 

 

Einkjarna blóðfrumunum var safnað með 3 mL dauðhreinsaðri pípettu og þær skildar niður við 1700 

snún/mín í 10 mín. Botnfallið var leyst upp í 3 mL Cell lysis buffer (PharmLyseTM, 10x conc. þynnt 1/10 
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með ddH2O, BD) og látið bíða í 5 mínútur til að sprengja rauð blóðkorn í frumublöndunni. Frumurnar 

voru svo þvegnar tvisvar í skilvindu við 1700 snún/mín í 10 mín, í fyrra skiptið með PBS en það seinna 

með RPMI-1640 æti (Gibco Invitrogen, California, USA) með 10% FCS (fetal calf serum, Gibco) (sjá 

viðauka 1). Botnfallið sem myndaðist var svo leyst upp í RPMI-1640 + 10% FCS æti og frumurnar 

taldar með Trypan bláu litarefni (0,4 w/v, Stem Cell Technologies Inc, Canada) en Trypan blár litar 

dauðar og deyjandi frumur bláar meðan heilbrigðar litast ekki.   

3.3.3 Frysting og þíðing á einkjarna frumum 

Einkjarna blóðfrumur voru frystar í 1,8 mL frystiglös (Nunc, Denmark) í styrknum 10x106 frumur/glas. 

Til þynningar á frumulausninni var notast við RPMI-1640 + 10% FCS æti sem var blandað til helminga 

á móts við kælda frystilausn (4:1 FCS:DMSO (99,5% GC, Sigma). Frumurnar voru kældar í ísskáp 

(4°C) í 10 mín áður en þeim var komið fyrir í fryst iboxi (Nalgene cryo 1°C freezing container, Thermo 

Fisher Scientific, MA, USA) og frystar við -70°C í 12-24 klst. Eftir þann tíma voru frumurnar færðar í 

fljótandi köfnunarefni og geymdar þar. 

Frumuglösin voru þídd í 37°C vatnsbaði og svo bland að í hlutföllunum 1,8:1 við 37°C heita RPMI-

1640 ætislausn sem innihélt 50% FCS. Lausnin var svo skilin niður í skilvindu í 10 mín við 1700 

snún/mín. 

3.3.4 Einangrun á B eitilfrumum 

B eitilfrumur voru einangraðar með CD19 MACS einangrunarsetti (Miltenyi Biotec, Þýskaland) sem 

aðgreinir B frumur sem hafa CD19 viðtaka á yfirborði sínu frá öðrum frumum (sjá Mynd 12). Einkjarna 

blóðfrumur voru leystar upp í 80 µL af MACS lausn (sjá viðauka 1) og 20 µL af CD19 MicroBeads 

segulkúlum (Miltenyi) á hverjar 1x107 frumur. Eftir kælingu í ísskáp (4°C) í 15 mín voru  frumurnar 

þvegnar með 1-2 mL MACS lausn á hverjar 1x107 frumur og skildar niður við 1700 snún/mín í 10 mín. 

Botnfallið var svo leyst upp í 1 mL MACS lausn. LS súlum (MACS® seperation columns, Miltenyi) var 

komið fyrir á segli og 3 mL af MACS lausn látin renna í gegn. Þá var frumulausnin sett á og svo þvegið 

3x með 3 mL af MACS lausn. Affallinu var annað hvort hent eða það geymt fyrir endurtekna 

einangrun. Til þess að safna CD19 jákvæðum B eitilfrumum var súlan tekin undan seglinum, nýju glasi 

komið fyrir og 5 mL MACS lausn þrýst í gegn til að losa frumurnar frá súlunni. Frumulausnin var þá 

skilin niður við 1400 snún/mín í 5 mínútur og svo leyst upp í 5 mL af RPMI-1640 + 10% ultra low IgG 

FCS (Gibco) æti (sjá viðauka 1). Frumur voru taldar og lifun skoðuð með Trypan bláum lit (0,4 w/v, 

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

Hægt er að nota CD19 MACS einangrunarsettið til að einangra B eitilfrumur. Segulkúlur sem bindast 
CD19 viðtaka á B frumum er bætt í frumulausn. Frumulausnin er svo sett í segulsvið og einungis þær 
frumur sem eru bundnar segulkúlum bindast en aðrar fara í gegn (mynd byggð á Murphy et al., 2008). 

 

3.3.5 CD40L-CHO frumur 

Til að örva einangraðar B eitilfrumur var notast við CD40L-CHO frumur (chinese hamster ovarian cells) 

sem Professor Freda Stevenson í Háskólanum í Southampton var svo vinsamleg að leggja til. CD40L-

CHO frumur eru krabbameinsfrumur úr eggjastokkum hamstra þar sem búið er að innleiða manna 

erfðaefni fyrir CD40L sameindinni. CHO frumurnar voru ræktaðar upp í RPMI-1640 + 10% FCS æti og 

250 µL frumulausn svo sáð í 24-brunna bakka (Nunc, Dannmörk) í styrknum 50.000 frumur/brunn. 

CHO frumubakkinn var ræktaður yfir nótt og svo geislaður með gamma-geislum í styrknum 40 Gy með 

aðstoð Garðars Mýrdal á Geislaeðlisfræðideild LSH. Geislun af þessum styrk kom í veg fyrir skiptingu 

CHO frumna en hélt þeim samt sem áður á lífi.    
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3.3.6 Frumurækt 

Eftir að CD40L-CHO frumurnar höfðu verið geislaðar var 1 mL af B eitilfrumulausn, 3x105 frumur/mL, 

sáð í hvern brunn í 24-brunna plötu. Frumulausnin innihélt nýeinangraðar B eitilfrumur og RMPI-1640 

+ 10% ultra low IgG FCS æti, auk 10 ng/mL af rhIL-4 (R&D Systems, Minneapolis, USA). Fyrir hvern 

þátttakanda var sáð í 3-11 brunna, allt eftir magni B eitilfrumna sem fengust úr einangruninni. Í hverri 

tilraun var unnið með sýni frá einum ofursvara ásamt tilsvarandi skyldu og óskyldu viðmiði. Hver rækt 

fékk númer, GC1, GC2 o.s.frv. 

Kímstöðvarræktin stóð yfir í 21 dag. Á degi 7 og 14 voru B eitilfrumurnar fluttar á nýjan og ferskan 

CHO frumuhúðaðan bakka og skipt um æti. Á degi 7, 14 og 21 var frumunum safnað og þær skoðaðar 

í frumuflæðisjá en þar voru frumurnar einnig skoðaðar óörvaðar á degi 0.      

3.3.7 Frumuflæðisjá 

Mælingar með frumuflæðisjá gerir kleift að telja og skoða frumur og geta sagt margt um starfsemi 

þeirra. Með því að lita frumur með flúrmerktum mótefnum (antibodies) gegn sameindum á yfirborði eða 

innan þeirra, má þannig bæði fylgjast með fjölda frumna sem tjá ákveðna sameind sem og 

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

Í þessari rannsókn var litað fyrir sex yfirborðssameindum, CD86, CD95, CD38, CD27, CD70 og 

CD32 og þremur umritunarþáttum, BCL-6, BLIMP1 og PAX5, en allt eru þetta sameindir sem tjáðar 

eru á mismunandi þroskastigum B frumna. Auk þess var litað fyrir CD19, sem er einkennandi fyrir B 

frumur, og CD3, sem er einkennandi fyrir T-frumur, svo hægt væri að aðgreina B eitilfrumur frá öðrum 

og leggja mat á mengun (sjá töflu 2). 

Eftir ræktun í kímstöðvarlíkaninu í 0, 7, 14 og 21 dag voru frumurnar litaðar með flúrljómandi 

mótefnum og tjáning sameinda skoðuð í frumuflæðisjá. Notaður var dauðhreinsaður oddur til þess að 

skafa frumur í rækt upp úr brunnum sínum, sams konar brunnar sameinaðir og frumur skildar niður við 

1700 snún/mín í 10 mín. Botnfallið var leyst upp í RPMI-1640 + 10% ultra low IgG FCS æti, lausninni 

skipt upp í 8x5 mL glös (Falcon, BD) og frumurnar svo litaðar með 1 µL af mótefni gegn hverri 

yfirborðssameind í glasi (sjá töflu 3). Til viðmiðunar var hluti frumna litaður með ósértækum mótefnum 

af sömu ísótýpum og mótefnin sjálf. Mótefnunum var blandað vel við frumulausnina, glösin látin standa 

í ísskáp (4°C) í 30 mín, frumulausnin þvegin með 1 mL/glas PBS  og skilin niður við 1400 snún/mín í 5 

mín. 
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Tafla 2. Mótefni í rannsókninni.  

Litað var fyrir eftirfarandi yfirborðssameindum og umritunarþáttum sem hafa mismunandi hlutverk og 
tjáningu á þroskaferli B eitilfrumna. 

Mótefni Ísótýpa Klón Hlutverk Framleiðandi 

Yfirborðssameindir:     

CD19 Músa IgG1, κ HIB19 Hjálparviðtaki Biolegend 

CD27 Músa IgG1, κ O323 Plasma- og minnisfrumur Biolegend 

CD32 Músa IgG2b, κ FUN-2 
Langlífar 

plasmafrumur 
Biolegend 

CD38 Músa IgG1, κ HIT2 Plasmafrumur Biolegend 

CD70 Rottu IgG2b, κ FR70 
Kímstöðvarsvar til 

skamms tíma 
Biolegend 

CD86 Músa IgG2b, κ IT2.2 Virkjun Biolegend 

CD95 Músa IgG1, κ DX2 Stýrður frumudauði Biolegend 

CD3 Músa IgG1, κ UCHT1 T frumur Biolegend 

Umritunarþættir:     

BCL6 Kanína Fjölstofna Ósérhæfðar B frumur Abcam 

BLIMP1 Kanína Fjölstofna Sérhæfing í plasmafrumur Abcam 

PAX5 Músa IgG1, κ BF9 Ósérhæfðar B frumur Abcam 

2°mótefni:     

Asna anti-kanína Asna IgG Poly4064 - Biolegend 

Geita anti-mús Geita IgG Poly4053 - Biolegend 

 



  

42 

Tafla 3. Samsetning mótefnalita.  

Sýnum var skipt niður á átta glös sem öll höfðu mismunandi mótefnasamsetningu.  

Litur: Glas 1 Glas 2 Glas 3 Glas 4 Glas 5 Glas 6 Glas 7 Gl as 8 

FITCH BCL6 BLIMP1 CD32 CD32 
IgG2b 

viðmið 

Hreint IgG 

viðmið 

Hreint IgG 

viðmið 
BLIMP1 

PE  PAX5 CD70 IgG2b viðmið CD70  PAX5 
Hreint IgG 

viðmið 

APC CD27 CD27 CD27 IgG1 viðmið IgG1 viðmið CD27 CD27 CD27 

PE/Cy5 CD86 CD95 CD95 
IgG2b + IgG1 

viðmið 
CD86 CD86 CD86 CD86 

PE/Cy7 CD38 CD38 CD3 CD38 CD38 IgG1 CD38 CD38 

Pacific 

Blár 
CD19 CD19 CD19 CD19 CD19 CD19 CD19 CD19 

Botnfallið var svo leyst upp í 0,5 mL af Perm/fix lausn (1:4 Perm/fix buffer (4x) : PBS, FOXP3 

Fix/Perm Buffer Set, Biolegend, California, USA), sem gataði frumuhimnuna og gerði hana leka svo 

hægt væri að lita sameindir innan frumunnar, og látið standa í ísskáp (4°C) í 60 mín. Því næst var 

frumulausnin þvegin með 1 mL/glas Perm lausn (10x conc. Þynnt 1/10, Biolegend) og skilin niður við 

1400 snún/mín í 5 mín. Botnfall í glösum 3, 4 og 5 var leyst upp í 400 µL CellFIXTM (BD) og látið bíða í 

ísskáp (4°C) til næsta morguns þegar greining í fru muflæðisjá fór fram. 

Haldið var áfram með glös 1, 2, 6, 7 og 8 þar sem einnig átti að lita fyrir umritunarþáttum í þeim 

glösum, ekki eingöngu yfirborðssameindum. Byrjað var á að hindra ósértæka bindingu með því að 

bæta 100 µL af 10% asna/geita sermi (1:9 sermi:Perm lausn (Biolegend), Sigma) út í viðeigandi glös 

og látið standa í stofuhita í 15 mín. Þá var litað gegn umritunarþáttunum með því að setja 1 µL af 

mótefni fyrir hverja sameind í viðeigandi glas og látið standa í ísskáp (4°C) í 20 mín. Aftur var þveg ið 

með 1 mL af Perm lausn (Biolegend) og spunnið niður við 1400 snún/mín í 5 mín. Að lokum var litað 

með viðeigandi 2°mótefni, látið standa í ísskáp (4° C) í 20 mín, þvegið með 1 mL af Perm lausn 

(Biolegend) og svo leyst upp í 400 µL af CellFIX (BD) og látið bíða í ísskáp (4°C) yfir nótt. 

Sýnin voru svo greind í MACSQuantTM Analyser frumuflæðisjá (Miltenyi) og eins mörgum frumum 

safnað og hægt var. Úrvinnsla og greining sýnanna fór fram með FlowJo hugbúnaði (Tree Star, OR, 

USA) og tölfræði var unnin á R 2.2.0 hugbúnaði (Vienna, Austria). 
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4 Niðurstöður 

4.1 Samanburður á ferskum og frystum sýnum 
Í þeirri von að hægt væri að skipta einangrun B eitilfrumna úr heilblóði á fleiri daga var gerður 

samanburður á ferskum og frystum sýnum. Eftir einangrun á einkjarna blóðfrumum úr 60 mL af 

heilblóði voru frumurnar taldar í smásjá og frystar í fljótandi köfnunarefni. Tveimur vikum seinna var 

tekinn annar 60 mL skammtur frá sama sýnagjafa og einkjarna blóðfrumur einangraðar og taldar. Að 

lokum var CD19 MACS einangrunarsettið notað til að einangra B frumur úr ferska og frysta sýninu 

samhliða. Eftir einangrunina fór fram frumutalning í smásjá til að hægt væri að bera aðferðirnar saman 

(sjá töflu 4) 

Tafla 4. Samanburður á frumufjölda úr ferskum og fr ystum sýnum.  

 Frystar frumur  Ferskar frumur  

Sýnagjafi 
Einkj. 

blóðfrumur 
B eitilfrumur Hlutfall 

Einkj. 

Blóðfrumur 
B eitilfrumur Hlutfall 

1 2,19x107 0,74x106 0,034 0,60x107 1,60x106 0,267 

2 2,25x107 0,36x106 0,016 3,63x107 1,76x106 0,048 

3 1,80x107 1,20x106 0,067 2,20x107 1,50x106 0,068 

  

B frumueinangrun á ferskum einkjarna blóðfrumum kom betur út en einangrun á frystum frumum. 

Töluverð rýrnun varð við frystinguna og fengust einungis á bilinu 0,36-1,20x106 B eitilfrumur úr 1,80-

2,25 x107 frystum einkjarna blóðfrumum meðan 1,50-1,76x106 B eitilfrumur fengust úr 0,60-3,63x106 

ferskum einkjarna blóðfrumum. 

4.2 RNA einangrun 
Hluti B eitilfrumna var tekinn frá fyrir RNA einangrun. Þar sem frumur voru oftast af skornum skammti 

var takmarkið að fá sem mest magn af heildar RNA úr sem fæstum frumum og jafnframt að halda 

hreinleika sýnanna sem bestum. Því var gerður samanburður á nokkrum frágangsaðferðum B 

eitilfruma fyrir RNA einangrun sem og aðferðum við RNA einangrunina sjálfa. 

4.2.1 Samanburður á frágangsaðferðum 

Gerður var samanburður á þremur mismunandi frágangsaðferðum B eitilfrumna fyrir RNA einangrun. 

Það var gert til þess að kanna hver aðferðanna færi best með frumurnar, þ.e. héldi þeim stöðugum 

með takmarkað niðurbrot svo þær gæfu sem mest magn af heildar RNA. Notast var við 2x106 B 

eitilfrumur og RNA einangrað með EZ1 BioRobot. Frumurnar voru ýmist leystar upp í RNAlater blöndu, 

frystar í fljótandi köfnunarefni eða notaðar ferskar (sjá töflu 5). 
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Tafla 5. Samanburður á frágangsaðferðum B eitilfrum na fyrir RNA einangrun. 

 ng/µL  µL H20 A260/A280 A260/A230 Heimtur (µg)  

RNAlater  45,21 50 2,06 1,06 2,26 

Fryst ar í N2 24,12 50 1,27 0,15 1,20 

Ferskt  19,69 50 2,03 0,86 0,98 

 

Sýnið sem var leyst upp í RNAlater blöndu kom best út. Bæði gaf það mestar heimtur, 2,26 µg og 

var með bestu hreinleikastuðlana A260/A280 = 2,06 og A260/A230 = 1,06. Miðað er við að A260/A280 sé sem 

næst 2,0 og A260/A230 sé hærri en 1,0 svo hægt sé að gera ráð fyrir að sýnið sé tiltölulega hreint heildar 

RNA og laust við mengun af völdum lífrænna leysa. 

4.2.2 Samanburður á einangrunaraðferðum 

Gerður var samanburður á þremur mismunandi RNA einangrunaraðferðum í þeim tilgangi að finna þá 

aðferð sem gæfi mestar heimtur af hreinu RNA úr sem minnstum fjölda B eitilfrumna. Aðferðirnar voru 

einangrun með RNeasy mini Kit, einangrun á EZ1 BioRobot og einangrun með TRI reagent (sjá töflu 

6). Notast var við 1-5x106 óörvaðar B eitilfrumur en 1-4 brunna (300.000 frumum sáð/brunn) hjá 

örvuðum frumum. Frumurnar voru alltaf leystar upp í RNAlater blöndu fyrir einangrun, nema þegar TRI 

reagent aðferðin var prófuð, þá voru þær leystar upp í TRI reagent í staðinn. Í lok einangrunar var 

RNA alltaf leyst upp í 50µL af RNasa fríu vatni, nema hjá óörvuðum frumum með TRI reagent 

aðferðinni þar sem RNA var leyst upp í 20 µL af RNasa fríu vatni.  

Heimtur heildar RNA úr óörvuðum B eitilfrumum voru á bilinu 0,72-2,40 µg úr 1-5x106 frumum. 

Örvuðu frumurnar gáfu talsvert meira magn af heildar RNA, eða 2,25-14,19 µg úr 1-4 brunnum. Í RNA 

einangrun úr óörvuðum frumum gaf EZ1 BioRobot mestar heimtur af aðferðunum þremur en hjá þeim 

örvuðu gaf TRI reagent mest. 

Þegar litið er á hreinleikastuðulinn A260/A280 komu BioRobot og RNeasy aðferðirnar betur út en TRI 

reagent aðferðin þar sem stuðullinn var nánast alltaf yfir 2,0 sem hann náði ekki hjá TRI reagent. 

A260/A230 hreinleikastuðullinn var nægilega hár, >1,0, hjá öllum sýnum en þó hvað hæstur með RNeasy 

Mini Kit aðferðinni.  
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Tafla 6. Samanburður á þremur RNA einangrunaraðferð um.  

RNA einangrun með RNeasy Mini Kit, EZ1 Biorobot og TRI reagent voru bornar saman til þess að 
kanna hvaða aðferð gæfi mestar heimtur af hreinu RNA úr sem minnstum fjölda B eitilfrumna. 

Aðferð  Örvun  Fjöldi  B 

frumna 

Leysir  ng/µL  A260/A280 A260/A230 Heimtur 

(µg) 

RNeasy Mi ni Kit m. DNasa meltingu:  

Sýni 1 - 1x106 RNAlater 14,40 1,87 1,17 0,72 

Sýni 2 - 2x106 RNAlater 29,44 2,03 1,70 1,47 

Sýni 3 - 3x106 RNAlater 40,33 2,03 2,09 2,02 

Sýni 4 - 5x106 RNAlater 47,96 2,01 1,59 2,40 

Sýni 5 X 1 brunnur RNAlater 45,08 2,04 1,65 2,25 

Sýni 6 X 2 brunnar RNAlater 105,36 2,05 2,20 5,27 

Sýni 7 X  3 brunnar RNAlater 145,99 2,07 1,80 7,30 

EZ1 BioRobot:  

Sýni 1 - 2x106 RNAlater 45,21 2,06 1,06 2,26 

TRI reagent m. tRNA og hreinsun á MinElute súlu:  

Sýni 1 - 1x106 TRI reagent 39,40 1,74 1,01 0,79 

Sýni 2 - 3x106 TRI reagent 78,76 1,88 1,30 1,58 

TRI reagent:  

Sýni 3 X 2 brunnar TRI reagent 229,66 1,86 1,32 11,48 

Sýni 4 X 4 brunnar TRI reagent 283,81 1,89 1,73 14,19 

 

4.3 DNA einangrun 
 

Líkt og fyrir RNA einangrun var hluti af B eitilfrumum tekinn frá fyrir DNA einangrun. Þar sem frumur 

voru oftast af skornum skammti var takmarkið að fá sem mest magn af heildar DNA úr sem fæstum 

frumum og jafnframt að halda hreinleika sýnanna sem bestum. Því var gerður samanburður á þremur 

mismunandi DNA einangrunaraðferðum, einangrun með QIAamp Mini Kit, einangrun með 

fenól/klóróform útfellingu og einangrun með TRI reagent (sjá töflu 7). Til samanburðar við DNA úr B 

eitilfrumum var einnig gerð DNA einangrun á rauðkornaþykkni sem innihélt kornfrumur. Nýeinangraðar 

B eitilfrumur voru frystar í fljótandi köfnunarefni og geymdar við -70°C áður en DNA einangrun fór fra m 

en rauðkornaþykknið var fryst beint við -70°C. Nota ðar voru 1-4x106 B eitilfrumur og 1-4 glös af 

rauðkornþykkni í þessum prófunum. Í lok einangrunar var heildar DNA leyst upp í 50 µL af AE lausn, 

1xTE lausn eða 8mM NaOH en heildar DNA úr rauðkornaþykkni var leyst upp í 100 µL AE lausn. 



  

46 

Tafla 7. Samanburður á þremur DNA einangrunaraðferð um.  

DNA einangrun með QIAamp Mini Kit, fenól/klóróform útdrætti og TRI reagent voru bornar saman til 
þess að kanna hvaða aðferð gæfi mestar heimtur af hreinu DNA úr sem minnstum fjölda B eitilfrumna. 

 
B eitil -

frumur 

Rauðkorna -

þykkni 
DNA Leysir ng/µL A 260/A280 A260/A230 Heimtur (µg) 

QIAamp Mini  Kit:  

Sýni 1 1x106 - AE lausn 10,94 1,69 1,93 2,19 

Sýni 2 2x106 - AE lausn 28,37 1,84 2,31 5,67 

Sýni 3 - 1 glas AE lausn 9,70 2,16 1,71 0,97 

Sýni 4 - 2 glös AE lausn 28,74 1,94 2,26 2,87 

Fenól/klóróform útdráttur:  

Sýni 1 1x106 - 1x TE lausn -2,54 2,01 -0,07 -0,13 

Sýni 2 2x106 - 1x TE lausn -5,53 1,8 0,13 -0,28 

Sýni 3 3x106 - 1x TE lausn 3,89 2,02 0,23 0,19 

Sýni 4 4x106 - 1x TE lausn 19,61 1,83 -0,78 0,98 

Sýni 5 - 1 glas 1x TE lausn -6,01 1,96 0,16 -0,30 

Sýni 6 - 2 glös 1x TE lausn 317,92 1,85 2,57 15,90 

TRI reagent:  

Sýni 1 7x106 - 8mM NaOH 56,59 0,41 0,11 2,83 

Sýni 2 7x106 - 8mM NaOH 93,63 0,42 0,13 4,68 

 

Af þessum þremur aðferðum gaf QIAamp Mini Kit aðferðin mestar heimtur við einangrun á heildar 

DNA úr B eitilfrumum, eða 2,19 µg úr 1x106 frumum. TRI reagent aðferðin gaf einnig vel af sér en þar 

var byrjað með töluvert fleiri frumur eða 7x106 B eitilfrumur. Einangrunin með fenól/klóróform útdrætti 

gaf mjög lágar heimtur. Hvað hreinleika sýnanna varðar er miðað við að A260/A280 sé milli 1,7-1,9 og 

A260/A230 sé yfir 1,0 hjá heildar DNA. Sú aðferð sem komst næst þessum skilyrðum var einangrun á 

QIAamp Mini Kit en sýni með 1x106 B eitilfrumum hafði A260/A280 = 1,69 og A260/A230 = 1,93. Einangrun 

með TRI reagent og fenól/klóróform aðferðum hafði ekki nógu góðan hreinleika.   

Við einangrun á heildar DNA úr rauðkornaþykkni kom QIAamp Mini Kit aðferðin einnig best út. Úr 

einu glasi af rauðkornaþykkni náðist að einangra 0,97 µg af heildar DNA með A260/A280 = 2,16 og 

A260/A230 = 1,71 svo heimtur voru frekar lágar og A260/A280 stuðull heldur of hár. 

4.4 Kímstöðvarlíkan 

4.4.1 Einangrun B eitilfrumna 

Einangrun B eitilfrumna gekk almennt vel. Í nokkrum tilfellum fengust þó ekki jafn margar frumur og 

vonast var eftir. Í kjölfarið var færri frumum sáð á bakka og færri frumubrunnar (300.000 frumum 

sáð/brunn) litaðir (sjá töflu 8). Í einu tilfelli voru frumur hjá ofursvara svo fáar að litun á degi 0 var 

sleppt (GC1). 
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Tafla 8. Fjöldi brunna í mótefnalitun.  

Misjafnt var hversu margar B frumur voru litaðar en fór eftir frumufjölda sem fékkst úr einangrun. 
Taflan sýnir fjölda brunna úr hverri tilraun sem litaðir voru á hverjum tímapunkti eftir örvun. 

Númer tilraunar 
Ofursvari óskylt viðmið skylt viðmið 

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 Afmörkun B eitilfrumuhóps 

Eftir að frumur höfðu verið litaðar og safnað í frumuflæðisjá á d0, d7, d14 og d21 voru gögnin skoðuð 

með FlowJo. Byrjað var á að teikna depilgraf (dot plot) þar sem FSC (forward scatter), sem segir til um 

rúmmál frumna, var skoðað á móti SSC (side scatter), sem segir til um kyrnun. Gert var hlið utan um 

lifandi eitilfrumur (sjá mynd 13) 
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Mynd 13. Dæmi um depilgröf þar sem lifandi eitilfru mur eru afmarkaðar með hliði. 

Depilgraf var teiknað upp fyrir ofursvara, skylt viðmið og óskylt viðmið á d0, d7, d14 og d21 til að 
afmarka lifandi B eitilfrumur frá öðrum eindum. Á lóðrétta ásnum er SSC (side scatter) en á þeim 
lárétta er FSC (forward scatter). 
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4.4.3 Greining nothæfra sýna 

FSC/SSC depilgröf voru teiknuð fyrir öll sýni og eitilfrumuhópur afmarkaður. Við þá vinnu kom í ljós að 

í nokkrum tilfellum lifðu frumur ekki allan ræktunartímann og mynduðu því ekki afmarkaðan hóp sem lá 

hægra megin á SSC-FSC grafinu (sjá mynd 14). Þessir tímapunktar voru dæmdir ónothæfir og teknir 

út í frekari úrvinnslu. 

 

Mynd 14. Dæmi um ónothæf sýni.  

Hjá sumum sýnum myndaðist ekki afmarkaður hópur þegar hlið var sett vegna lítils fjölda lifandi 
eitilfrumna. a) GC7 dagur 21 og b) GC2 dagur 14. 

 

Í töflu 9 er tekið saman hvaða tímapunktar voru nothæfir fyrir kímstöðvarræktirnar. Þar sem GC3 

sýndi aldrei lífvænlegan frumuhóp eftir örvun var ákveðið að taka hann út. Fjöldi nothæfra tímapunkta 

jókst eftir því sem leið á rannsóknina. Einstaka sinnum vantaði stakan yfirborðsviðtaka/umritunarþátt á 

ákveðnum tímapunkti þótt aðrir hafi verið í lagi.   

Tafla 9. Nothæfir tímapunktar í kímstöðvarræktunum.  

Númer tilraunar d0 d7 d14 d21 

GC1 + + + - 

GC2 + + - - 

GC3 + - - - 

GC5 + + - - 

GC6 + + + + 

GC7 + + + - 

GC8 + + + + 

GC10 + + + + 

GC11 + + + + 

GC12 + + + + 

GC13 + + + + 
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Þar sem MACSQuant frumuflæðisjáin bilaði á einum tímapunkti í rannsókninni þurfti að nota FACS 

calibur fyrir söfnun frumna hjá GC6 degi 21, GC7 degi 14 og GC8 degi 7. Hópar á þessum 

tímapuntum voru dreifðari og höfðu margir hverjir ósértæka bindingu. Engu að síður var ákveðið að 

halda þeim inni. Hins vegar býður FACS calibur ekki upp á jafn marga litamöguleika og MACSQuant 

svo að ekki náðust niðurstöður fyrir CD38.  

 

Mynd 15. Dæmi um sýni greint á FACS calibur.  

Frumum sem safnað var á FACS calibur sýndu ekki eins afmarkaða hópa og sýni sem greind voru í 
MACSQuant.  

4.4.4 Mat á T eitilfrumumengun 

Til þess að kanna magn T eitilfrumumengunar í sýnum var hlutfall CD19 og CD3 skoðað en CD3 er 

viðtaki á T eitilfrumum (sjá mynd 16). T frumumengun var aðeins til staðar á d0, yfirleitt í kringum 2-3% 

og aldrei yfir 10%. 

 

Mynd 16. Dæmi um T frumumengun.  

Litli hópurinn sem liggur utan við hliðið er CD3 jákvæður og CD19 neikvæður sem gefur til kynna T 
frumumengun. 

4.4.5  Tveir B eitilfrumuhópar 

Í nokkrum tilfellum mynduðust tveir aðskildir hópar eftir örvun. Þessir hópar voru misjafnlega CD19 

jákvæðir (sjá mynd 17 og töflu 10 ). Hópurinn sem var meira CD19 jákvæður var alltaf töluvert stærri 

en sá minna jákvæði. 
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Mynd 17. Dæmi um sýni sem sýnir tvo misjákvæða CD19  hópa 

Tafla 10. Kímstöðvarræktir með tvo hópa. 

 Dagur 7  Dagur 14  Dagur 21  

GC8  X X 

GC10 X X X 

GC11 X X X 

GC12  X X 

 

Spurningar vöknuðu um eðli þessara tveggja hópa, þ.e. hvort báðir væru myndaðir úr eitilfrumum í 

kímstöðvarsvari eða hvort annar hópurinn væri hugsanlega myndaður úr dauðum frumum eða 

hreinlega mengun af öðrum toga. Til þess að leita svara við þessum spurningum voru sýnin skoðuð á 

depilgrafi sem hafði CD19 á móti virkjunarviðtakanum CD86. Af þeim ræktum sem sýndu tvo aðskilda 

hópa var GC12 skylt viðmið það eina þar sem annar hópurinn virkjaðist ekki (sjá mynd 18). 
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Mynd 18. Virkjun hópa í kímstöðvarsvari.  

Til þess að kanna eðli tveggja aðskildra hópa var virkjunarviðtakinn CD86 teiknaður á móti CD19. 
GC12 skylt viðmið var eina sýnið þar sem annar hópurinn virkjaðist ekki og var því tekinn frá. Hér er 
GC12 kímstöðvarræktin sýnd á degi 14. 

 

Yfirborðsviðtakar hópanna, CD19+ og CD19++, voru skoðaðir enn frekar og kom í ljós að tjáning 

var ólík milli hópa (sjá töflu 11) 

Tafla 11. Samanburður á tjáningu yfirborðssameinda misjákvæðra CD19 hópa 

Tjáning 

hópa 
CD19++ CD19+ 

CD86 Hærri Lægri 

CD95 Hærri Lægri 

CD38 Lægri Hærri 

CD27 Hærri Lægri 

CD70 Hærri Lægri 

CD32 Ekki munur Ekki munur 
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4.4.6 Yfirborðsviðtakar 

Í greiningu yfirborðsviðtaka var hlutfall jákvæðra frumna og magn tjáningar (MFI, mean fluorescence 

intensity) skoðað sem meðaltal allra kímstöðvarræktana. Mjög misjafnt var á milli ræktana hversu há 

tjáningin mældist. B frumuviðtakinn CD19 var teiknaður á móti hverjum yfirborðsviðtaka fyrir sig til að 

meta hlutfall jákvæðra frumna og MFI. Í gröfunum hér á eftir eru sýnd meðaltöl fyrir allar 

kímstöðvarræktir fyrir hvern flokk sýnagjafa. Í stöku tilvikum var niðurstöðum sleppt sem skáru sig 

greinilega mjög mikið úr (útlagar) og verður gert grein fyrir því. Niðurstöður fyrir hverja tilraun má finna 

í viðauka 2 og viðauka 3.  

4.4.6.1 CD86 

Strax eftir örvun jókst hlutfall CD86 jákvæðra frumna hratt og hélt áfram að hækka þegar leið á svarið 

(sjá mynd 19) 

. 

Mynd 19. Hlutfall CD86 jákvæðra frumna í kímstöðvar ræktum. 

Sams konar mynstur kom fram þegar magn tjáningar (MFI) var skoðað fyrir CD86 með aukna 

tjáningu strax eftir örvun. Auk þess sýndi MFI grafið minnkandi magn CD86 tjáningar þegar leið á 

svarið (sjá mynd 20).   

. 

Mynd 20. Magn CD86 tjáningar í kímstöðvarræktum.  

MFI = mean fluorescence intensity 
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4.4.6.2 CD95 

Hlutfall CD95 jákvæðra frumna jókst strax eftir örvun, þó ekki eins hratt og CD86, og hélt áfram að 

aukast þegar leið á svarið. Undir lok kímstöðvarræktunar var hlutfall CD95 jákvæðra frumna orðið 

nokkuð stöðugt eða hafði lækkað lítillega (sjá mynd 21).  

. 

 Mynd 21. Hlutfall CD95 jákvæðra frumna í kímstöðva rræktum. 

MFI fyrir CD95 hafði sömu sögu að segja nema þar kom lækkunin undir lok ræktunar fram með 

skýrari hætti (sjá mynd 22). 

. 

Mynd 22. Magn CD95 tjáningar í kímstöðvarræktum.  

MFI = mean fluorescence intensity 
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4.4.6.3 CD38 

Hlutfall CD38 jákvæðra frumna féll hratt eftir að frumur voru örvaðar en jókst aftur undir lok 

ræktunar (sjá mynd 23).  

. 

Mynd 23. Hlutfall CD38 jákvæðra frumna í kímstöðvar ræktum 

MFI sýndi einnig lækkun á magni CD38 tjáningar eftir örvun sem náði sér ekki aftur á strik fyrr en 

undir lok ræktunar. Hækkunin í lok svarsins kom enn skýrar fram en hjá hlutfalli jákvæðra frumna (sjá 

mynd 24).   

. 

Mynd 24. Magn CD38 tjáningar í kímstöðvarræktum.  

MFI = mean fluorescence intensity 
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4.4.6.4 CD27 

Hlutfall CD27 jákvæðra frumna hækkaði smám saman þegar leið á svarið en féll lítillega undir lokin 

(sjá mynd 25) 

. 

Mynd 25. Hlutfall CD27 jákvæðra frumna í kímstöðvar ræktum 

 

Þegar magn tjáningar var skoðað fyrir CD27 kom fram ferill ólíkur þeim sem sást hjá hlutfalli CD27 

jákvæðra frumna (sjá mynd 26). Eftir örvun hækkaði magn tjáningar hratt en féll aftur talsvert á degi 

14. Undir lok svarsins jókst tjáning að nýju og náði hámarki.     

. 

Mynd 26. Magn CD27 tjáningar í kímstöðvarræktum.  

MFI = mean fluorescence intensity 

 

4.4.6.5 CD70 

Hlutfall CD70 jákvæðra frumna jókst þegar leið á svarið en féll eftir dag 14 (sjá mynd 27). Skyldu 

viðmiðin fylgdu ekki ferlum ofursvara og óskyldra viðmiða en þegar tveir útlagar voru fjarlægðir sýndu 

allir ferlarnir sams konar mynstur (sjá mynd 28).  



  

57 

 

Mynd 27. Hlutfall CD70 jákvæðra frumna í kímstöðvar rækt. 

 

Mynd 28. Leiðrétt hlutfall CD70 jákvæðra frumna í k ímstöðvarrækt.  

Tveir punktar GC11 skylt viðmið á degi 21 og GC12 skylt viðmið á degi 7 skáru sig úr og voru því 
fjarlægðir. 

 

MFI graf sýndi enn skýrari mynd um aukna CD70 tjáningu eftir örvun (sjá mynd 29). Þar reis CD70 

tjáning mjög hratt upp skömmu eftir örvun en féll aftur þegar leið á svarið. Aftur féllu skyldu viðmiðin 

ekki ofan í ferla ofursvarans og óskylda viðmiðsins en höguðu sér þó eins þótt magn tjáningar væri 

ekki eins mikið.    
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Mynd 29. Magn CD70 tjáningar í kímstöðvarræktum.  

MFI = mean fluorescence intensity.  

   

4.4.6.6 CD32 

Hlutfall CD32 jákvæðra frumna féll hratt eftir örvun og náði sér ekki upp eftir það (sjá mynd 30).  

 

Mynd 30. Hlutfall CD32 jákvæðra frumna í kímstöðvar ræktum. 

 

Magn tjáningar sýndi sams konar mynstur þar sem tjáning CD32 féll mjög hratt eftir örvun og fór 

aldrei upp eftir það. 
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Mynd 31. Magn CD32 tjáningar í kímstöðvarræktum.  

MFI = mean fluorescence intensity 

 

Ofursvarar, skyld og óskyld viðmið fylgdu öll sams konar mynstri þegar meðaltjáning yfirborðsviðtaka 

var skoðuð, hvort sem er með hlutfalli jákvæðra frumna eða magni tjáningar. Þegar kímstöðvarræktir 

voru skoðaðar hver fyrir sig, þ.e. stakur ofursvari ásamt samsvarandi skyldu og óskyldu viðmiði komu 

heldur engin afbrigði fram (sjá viðauka 2 og 3) 

4.4.7 Umritunarþættir 

4.4.7.1 PAX5 ónothæfur 

Þegar depilgröf fyrir umritunarþáttinn PAX5 voru skoðuð kom í ljós að ísótýpuviðmið voru gífurlega 

há eftir örvun (sjá mynd 32). Því var tekin ákvörðun um að sleppa PAX5 enda ekki mikið að marka 

útreikninga á hlutfalli jákvæðra frumna og MFI þegar bæði sýni og ísótýpuviðmið falla svo ofarlega á 

depilgrafinu. 

 

Mynd 32. Dæmi um PAX5 litun.  

Ekki var hægt að nota PAX5 vegna hárra ísótýpuviðmiða.  
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4.4.7.2 Tjáning umritunarþáttanna BCL6 og BLIMP1 

Þegar hlutfall jákvæðra frumna fyrir umritunarþáttunum BCL6 og BLIMP1 var skoðað kom í ljós að 

tjáning var mjög breytileg eftir ræktum og virtist tilviljanakennd (sjá mynd 33 og viðauka 4) 

. 

Mynd 33. Hlutfall BCL-6 jákvæðra frumna.  

Hér er hlutfall óskyldra viðmiða tekið saman fyrir allar kímstöðvarræktirnar. 

. 

Mynd 34. Hlutfall BLIMP1 jákvæðra frumna.  

Hér er hlutfall óskyldra viðmiða tekið saman fyrir allar kímstöðvarræktirnar. 

Það var því ákveðið að skoða magn tjáningar (MFI) fyrir umritunarþættina BCL-6 og BLIMP1 fyrir 

hverja tilraun fyrir sig (sjá mynd 35 og mynd 36). Tjáning umritunarþáttana gaf mjög breytilegt mynstur 

eftir kímstöðvarræktum og virtist ekki alltaf fylgja reglubundnu mynstri. Auk þess virtust ofursvari, skylt 

og óskylt viðmið ekki endilega fylgja sama tjáningarmynstrinu.  



  

61 

    

    

   . 

   . 
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Mynd 35. Magn BCL-6 tjáningar í kímstöðvarræktum.  

Kímstöðvarræktirnar tíu höfðu mjög breytilega MFI tjáningu fyrir umritunarþáttinn BCL-6. Rauða línan 
táknar ofursvara, fjólubláa línan óskylt viðmið og græna línan skylt viðmið. MFI = mean fluorescence 
intensity  
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Mynd 36. Magn BLIMP1 tjáningar í kímstöðvarræktum.  

Kímstöðvarræktirnar tíu höfðu mjög breytilega MFI tjáningu fyrir umritunarþáttinn BLIMP1. Rauða línan 
táknar ofursvara, fjólubláa línan óskylt viðmið og græna línan skylt viðmið. MFI = mean fluorescence 
intensity 

 

4.4.7.3 Hlutfall BLIMP1 og BCL-6 tjáningar 

Þar sem tjáning umritunarþátta var mjög breytileg eftir ræktum var brugðið á það ráð að skoða þá 

saman. Þar sem BLIMP1 og BCL-6 hafa hindrandi áhrif á hvorn annan og tjáning BLIMP1 ætti að 

aukast í kímstöðvarsvari á kostnað BCL-6 tjáningar var ákveðið að skoða hlutfall BLIMP1/BCL-6. 

Þegar það var gert kom athyglisvert mynstur í ljós (sjá mynd 37) 

     

 



  

64 

      

  

     

     

Mynd 37. Hlutfall BLIMP1/BCL-6 tjáningar í kímstöðv arræktum.  

Bláa línan táknar ofursvara, rauða línan óskylt viðmið og græna línan skylt viðmið. MFI = mean 
fluorescence intensity. 

 

Kímstöðvarræktirnar sýndu breytilegt BLIMP1/BCL-6 mynstur. Talið var hversu oft ofursvari, skylt 

viðmið og óskylt viðmið skáru sig úr þegar hlutfall BLIMP1 og BCL-6 var skoðað eftir örvun. 
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Ofursvarinn gaf hæsta BLIMP1/BCL-6 hlutfallið í ræktum GC1, GC2, GC5, GC6, GC7, GC8 og GC11, 

skylda viðmiðið í GC10 og GC13 og óskylda viðmiðið í GC12 (sjá töflu 13) 

Tafla 12. Fjöldi hæsta gildis fyrir BLIMP1/BCL-6 tj áningu hjá ofursvörum og viðmiðum.  

Talið var hversu oft hvor hópur, ofursvarar og viðmið höfðu hæsta BLIMP1/BCL-6 hlutfallið   

 Ofursvari Viðmið Alls 

Raungildi  7 3 10 

Væntigildi  10/3 2 x 10/3 10 

  

Rannsóknartilgáta var sett fram um að ofursvarar sýndu frekar afbrigði í BLIMP1/BCL-6 hlutfalli en 

viðmiðin. Notast var við kí-kvaðrat próf með leiðréttingu vegna fárra gilda þar kí-kvaðrat mældist 6,05 

og p-gildi 0,02 svo afbrigðileiki ofursvara í hlutfalli BLIMP1/BCL-6 reyndist marktækur 
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5 Umræða 

Fleiri B eitilfrumur fengust þegar notast var við fersk einkjarna blóðsýni en fryst sýni. Til að fá sem 

mest magn af heildar RNA úr sem minnstum fjölda B eitilfrumna reyndist best að geyma frumurnar í 

RNAlater og einangra svo með RNeasy Mini Kit. Til að fá sem mest magn af DNA úr sem minnstum 

fjölda B eitilfrumna reyndist best að einangra B eitilfrumur og rauðkornaþykkni með QIAamp Mini Kit. 

Þessar einangrunaraðferðir verða notaðar í næstu áföngum þessa verkefnis þar sem genatjáning og 

litningaafbrigði verða skoðuð.  

Kímstöðvarlíkanið reyndist endurspegla mjög vel raunverulegt kímstöðvarsvar B eitilfrumna. 

Ofursvarar sýndu engin afbrigði í tjáningu yfirborðsviðtakanna CD86, CD95, CD38, CD27, CD70 og 

CD32 samanborið við viðmið. Tjáning BCL-6 og BLIMP1 var mjög breytileg hjá kímstöðvarræktum en 

má skýra vegna tilviljunarkenndrar tjáningar umritunarþátta. Ofursvarar sýndu hærra BLIMP1/BCL-6 

hlutfall í kímstöðvarviðbragðinu samanborið við viðmið sem gefur til kynna að frumur ofursvara séu 

talsvert líklegri til að sérhæfast í plasmafrumur en frumur viðmiða.  

5.1 Samanburður á ferskum og frystum sýnum 
Í þessa rannsókn þurfti mikinn fjölda B eitilfrumna. Því var lögð nokkur vinna í að fá sem flestar frumur 

úr þeim 60 mL af blóði sem teknir voru. 

Hlutfall B frumna sem einangraðar voru úr ferskum frumum frá sýnagjafa 1 mældist töluvert hærra 

en hlutfall í öðrum sýnum. Þar sem fjöldi einkjarna blóðfrumna var talsvert lægri úr ferskum frumum frá 

sýnagjafa 1 en fjöldi B frumna var svipaður, er líklegt að talning einkjarna B frumna hafi misfarist.  

Færri B frumur fengust þegar einkjarna blóðfrumur voru frystar fyrir áframhaldandi einangrun en 

þegar unnið var með þær ferskar. Þótt vandað hafi verið til verka virtist frysting valda álagi á frumurnar 

svo hluti þeirra dó og frumunum fækkaði. Því var ákveðið að vinna með ferskar frumur þrátt fyrir lengri 

vinnudaga á rannsóknarstofunni. 

5.2 RNA einangrun 
Þegar prófaðar voru mismunandi frágangsaðferðir á B frumum fyrir RNA einangrun kom best út að 

leysa frumurnar upp í RNAlater blöndu. Aðferðin gaf mestar heimtur og bestu hreinleikastuðlana og 

var því valin fyrir framhald rannsóknarinnar.  

Í samanburði á RNA einangrun með RNeasy Mini kit, EZ1 BioRobot og TRI reagent gáfu allar 

aðferðir tiltölulega lítið magn af heildar RNA. Lágmarksmagn af heildar RNA til 

genatjáningarrannsókna er 5µg (skv. NimbleGen). Engin aðferðanna náði þessu lágmarksmagni, 

jafnvel þótt notaðar hefðu verið allt að 5x106 B eitilfrumur. Því var ákveðið að magna sýnin en til þess 

þarf 200 µg af heildar RNA sem allar aðferðirnar uppfylltu.  

Örvaðar frumur gáfu nægar RNA heimtur til að vera notaðar án mögnunar. Til þess að gæta 

samræmis var hins vegar ákveðið að nota sömu einangrunaraðferð og mögnun líkt og fyrir óörvaðar 

frumur. Fyrir RNA einangrun reyndist því nóg að taka 1x106 frumur frá á degi 0 og sá í einn brunn sem 

var hirtur á degi 14.  
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Þegar hreinleikastuðlar voru skoðaðir var TRI reagent aðferðin strax útilokuð þar sem A260/A280 

hreinleikastuðullinn náði aldrei yfir 2,0. RNeasy og BioRobot aðferðirnar gáfu báðar ásættanlega 

hreinleikastuðla en ákveðið var að velja RNeasy aðferðina fram yfir hina þar sem hún hafði örlítið 

hærri A260/A230 hreinleikastuðul. Auk þess er RNeasy aðferðin fljótlegust af aðferðunum þremur og 

fyrirhafnarminnst í framkvæmd þar sem hún hafði fæst skref og fæstar lausnir.  

5.3 DNA einangrun: 
Þegar samanburður var gerður á DNA einangrun með QIAamp Mini Mit, fenól/klóróform útdrætti og 

TRI reagent aðferðum kom QIAamp aðferðin best út. Aðferðin gaf bæði mestar heimtur og hafði mesta 

hreinleikann. Úr 1x106 B eitilfrumum fengust 2,19 µg sem er vel yfir þeim 1,5 µg sem þarf til CGH 

mælinga. Auk þess var einangrun með QIAamp aðferðinni fljótlegust og fyrirhafnarminnst þar sem hún 

hafði fæst skref og fæstar lausnir. Nóg reyndist að taka 1x106 B eitilfrumur frá fyrir DNA einangrun 

sem síðan voru einangraðar með QIAamp aðferð í framhaldi þessarar rannsóknar.  

Einangrun með fenól/klóróform útdrætti gaf stundum neikvæðar heimtur. Líklegast hefur lítið sem 

ekkert magn fengist úr einangruninni sem truflaði mælinn svo neikvæðar heimtur mældust. Þegar 

byrjað var með meira frumumagn var þetta ekki lengur vandamál.  

DNA einangrun úr rauðkornaþykkni kom einnig best út með QIAamp Mini Kit aðferðinni. Þótt 

heimtur væru ekki vandamál þar sem nóg var til af rauðkornaþykkni komu hreinleikastuðlar ekki alveg 

jafn vel út og vonast var til. Líklegast er hægt að fá betri hreinleika með því að vanda betur til 

upphafsskrefa einangrunarinnar, þ.e. þegar rauðu blóðkornin voru sprengd og hreinsuð frá. Tvö glös 

af rauðkornaþykkni voru látin duga og frekari aðferðaþróun lögð í hendur annars meistaranema. Sýni 

6 sem einangrað var með fenól/klóróform aðferðinni gaf töluvert meiri heimtur en önnur sýni. Líklegast 

hefur ekki tekist næginlega vel að hreinsa aðrar frumur úr rauðkornaþykkninu og því mældust heimtur 

svo miklar.  

5.4 Kímstöðvarlíkan 

5.4.1 Einangrun B eitilfrumna 

Einangrun B eitilfrumna gekk yfirleitt vel og gaf nægan frumufjölda til að skoða svipgerð bæði örvaðra 

og óörvaðra frumna. Þó fengust stundum færri frumur en vonast var eftir, sérstaklega úr fyrstu 

kímstöðvarræktunum. Hugsanlegar ástæður fyrir fáum frumum eru margvíslegar. Líklegasta skýringin 

er sú að vinnubrögð voru ekki orðin mjög æfð í fyrstu tilraununum og því leið oft mjög langur tími frá 

upphafi til loka einangrunar. Önnur skýring gæti verið að oft leið langur tími, allt að 18 klst, frá því blóð 

var tekið og þangað til einangrun hófst, þar sem sum sýnin voru fengin úr öðrum landshlutum og þurfti 

að flytja til Reykjavíkur. Mögulega hafa einangrunaraðferðir líka verið of harkalegar en þó er ekki 

margt sem bendir til þess þar sem frumufjöldi var ekki vandamál þegar leið á rannsóknina. 

Hugsanlega hefur aldur þátttakenda haft áhrif á frumufjölda þar sem hlutfall CD19 jákvæðra frumna 

minnkar með auknum aldri þótt tengsl þessara þátta hafi ekki verið augljós (Morbach et al., 2010).  
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5.4.2 Afmörkun B eitilfrumuhóps 

Yfirleitt var auðvelt að afmarka hóp lifandi eitilfrumna frá öðrum eindum þegar depilgraf var teiknað 

með SSC á móti FSC. Frumurnar mynduðu þéttan hóp sem lá lengra til hægri á lárétta ásnum og 

höfðu því meira rúmmál en aðrar eindir í sýnunum. Þó kom fyrir, sérstaklega þegar frumur voru í fáar, 

að hóparnir voru ekki skýrt afmarkaðir og féllu að hluta til ofan í hvorn annan. Það bendir til mikilvægis 

þess að hafa mikinn frumufjölda í hverju sýni þegar svipgerð er skoðuð með flæðifrumusjá. 

5.4.3 Greining nothæfra sýna 

Hluti sýna var dæmdur ónothæfur þar sem ekki myndaðist afmarkaður lifandi eitilfrumuhópur. Oftast 

var þetta hjá sýnum sem höfðu lítinn frumufjölda eftir einangrun og bendir til þess að B frumur veiti 

nauðsynlegar umhverfisaðstæður fyrir kímstöðvarhvarfið. Í fáeinum tilfellum fékkst þokkalegur 

frumufjöldi úr einangrun en samt sem áður lifðu frumurnar ekki allan ræktunartímann og virtust 

viðkvæmari. Ónothæf sýni vegna frumudauða voru ekki vandamál í seinni hluta rannsóknarinnar. 

Minnkandi lífslíkur í kímstöðvarrækt virðast því tengjast litlum frumufjölda og löngum einangrunartíma. 

Í seinni tilraunum rannsóknarinnar var enn að finna myndarlegan frumuhóp í lok ræktunartímans. Það 

hefði því verið athyglisvert að halda kímstöðvarræktunum lengur í gangi en þrjár vikur til að fá skýrari 

mynd af hvarfinu í heild sinni. 

Í nokkrum tilfellum komu einstaka yfirborðsviðtakar/umritunarþættir illa út þótt sýnið í heildina hafi 

verið í lagi. Líklegasta skýringin er sú að ekki hafi verið vandað nægjanlega til við mótefnalitun eða að 

frumum hafi verið misskipt á milli sýnaglasa. Einnig getur verið að frumurnar hafi ekki þolað harkalegar 

aðferðir við litunina sem fólu m.a. í sér að gera frumurnar gegndræpar og að skilja þær niður og leysa 

upp á víxl. Sem betur fer var tiltekið mótefni að finna í fleiri en einu sýnaglasi og hafði því ekki áhrif á 

niðurstöður rannsóknarinnar. 

Hópar voru ekki eins skýrir þegar frumum var safnað á FACS calibur og þegar þeim var safnað á 

MACSQuant. Mikil vinna var lögð í að þróa stillingar á MACSQuant sem hentaði þessari gerð sýna 

sem best. Notkun FACS calibur kom hins vegar óvænt upp þar sem MACSQuant frumuflæðisjáin 

bilaði og því gafst ekki tími í að fínstilla tækið. Auk þess fór söfnun á FACS calibur ekki fram fyrr en 

nokkrum dögum eftir litun, ólíkt söfnun á MACSQuant sem var yfirleitt lokið innan sólarhrings. 

5.4.4 Mat á T eitilfrumumengun 

T frumumengun var alltaf til staðar á d0 svo CD19 B frumueinagrun á LS súlu gaf ekki af sér algjörlega 

hrein sýni. Hugsanlega hefði verið hægt að minnka mengun með því að renna sýnunum aftur í 

gegnum súlu en þá hefði einnig orðið rýrnun á frumufjölda. Mengun var yfirleitt ekki til staðar eftir 

örvun á degi 7, 14 og 21 svo T frumur hafa dáið þegar leið á svarið. Það bendir til þess að eingöngu B 

frumur hafi örvast og kímstöðvarræktunin sé sértæk fyir B eitilfrumur, eins og hún átti að vera. 

5.4.5 Tveir B eitilfrumuhópar 

Hjá nokkrum sýnum komu fram tveir misjákvæðir CD19 hópar þegar leið á kímstöðvarsvarið þar sem 

CD19++ hópurinn var alltaf stærri en CD19+ hópurinn. Spurningar vöknuðu um eðli þessa hópa og því 

var virkjunarviðtakinn CD86 skoðaður sérstaklega. Báðir hópar virkjuðust í öllum tilfellum nema hjá 
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GC12 skyldu viðmiði. Líklegast hefur verið um mengun að ræða, mögulega af völdum T frumna, en 

þetta sýni hafði óvenjulega hátt hlutfall CD3 jákvæðra frumna til staðar þótt langt væri liðið á 

kímstöðvarsvarið. Virkjun hópanna tveggja í öðrum sýnum bendir til að báðir hópar hafi verið gerðir úr 

B eitilfrumum og var svipgerð þeirra því skoðuð enn frekar. 

Þar sem CD19++ hópurinn hafði hærra hlutfall virkjunarviðtakans CD86, dauðaviðtakans CD95 og 

kímstöðvarviðtakans CD70 og lægra hlutfall plasmafrumuviðtakans CD38 á seinni tímapunktum 

ræktunarinnar má álykta að CD19++ hópurinn hafi verið lengur að taka við sér í kímstöðvarlíkaninu en 

CD19+ hópurinn (sjá töflu 1).  

Þegar magn tjáningar (MFI) var skoðað fyrir CD27 viðtakann kom í ljós að CD19++ hópurinn hafði 

töluvert hærra MFI en CD19+ hópurinn. Það gefur til kynna að CD19+ hópurinn sé gerður úr 

minnisfrumum en þær hafa lægri CD27 tjáningu en plasmafrumur (Bataille et al., 2006). CD19++ 

hópurinn er þá líklegast gerður úr óreyndum B frumum sem kemur heim og saman við að þær bregðist 

hægar við í kímstöðvarhvarfinu. Þessir misjákvæðu CD19 hópar sem myndast í kímstöðvarhvarfinu 

vekja upp margar spurningar og þarfnast frekari rannsókna.    

5.4.6 Yfirborðsviðtakar 

Yfirborðsviðtakarnir höguðu sér eins og við var að búast. Örvun með CD40L CHO frumum virðist því 

valda krosstengslum við CD40 viðtakann á B frumum og líkja eftir raunverulegri virkjun „in vivo“. CHO 

frumurnar gegna hugsanlega einnig hlutverki sem óþekktur vaki og valda framleiðslu merkja gegnum 

B frumu viðtaka. 

 Tjáning CD86, sem kemur fram á yfirborði B frumna eftir virkjun, jókst hratt eftir örvun (Engel et al., 

1994). Magn tjáningar hélt áfram að aukast þegar leið á svarið en minnkaði lítillega undir lokin og 

gefur til kynna að örvunin hafi virkað sem skyldi. Hugsanlega hefði enn frekari minnkun átt sér stað 

hefði hvarfinu verið fylgt lengur eftir. 

CD95 kemur fram á frumum á leið í stýrðan frumudauða (Rossi & Gaidano, 2003). Tjáning hans 

sýndi svipað mynstur og CD86 þar sem hann hækkaði eftir örvun en lækkaði lítillega í lok ræktunar. 

Þessi mikli frumudauði í seinni hluta svarsins gefur til kynna að þá hafi frumurnar verið að ganga í 

gegnum sækniþroskun þar sem einungis fáeinar frumur eru valdar úr vegna bættrar sækni í vaka. 

Líklegast hefur hluti CD95 jákvæðra frumna ekki gengið í gegnum kímstöðvarhvarf og dáið af öðrum 

orsökum. 

CD38 er viðtaki á plasmafrumum og óræstum B frumum (Morbach et al., 2010; Vale & Schroeder, 

2010). Morbach og félagar skoðuðu svipgerð B eitilfrumna í blóði þar sem í ljós kom að  u.þ.b. 65% B 

frumna í blóði eru óreyndar frumur sem tjá CD38 viðtaka (Morbach et al., 2010). Tjáning CD38 viðtaka 

hjá óörvuðum frumum í kímstöðvarlíkaninu var í samræmi við þessar niðurstöður þótt meðaltjáning 

hafi mælst milli 70-80%. Þegar leið á svarið minnkaði CD38 tjáning en jókst svo aftur í lokin. Það gefur 

til kynna að hluti frumna hafi komist í gegnum kímstöðvarsvarið og sérhæfst í mótefnaseytandi 

plasmafrumur. 

Hlutfall CD27 jákvæðra frumna jókst þegar leið á svarið og endurspeglar aukið hlutfall plasma- og 

minnisfrumna (Bataille et al., 2006). Áður en frumur voru örvaðar var meðalhlutfall jákvæðra frumna í 

blóði tæplega 15%. Þetta hlutfall er nokkuð lægra en hlutfall CD27 jákvæðra frumna sem mældist hjá 
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Morbach og félögum (28%) en endurspeglar hlutfall minnisfrumna í blóði (Morbach et al., 2010). MFI 

sýndi ólíkan feril þar sem magn tjáningar jókst eftir örvun, féll talsvert á degi 14 en jókst aftur og náði 

hámarki undir lok svarsins. Þessi sveiflukenndi ferill er í samræmi við misjákvæða CD19 hópa og 

staðfestir að CD27 jákvæðar frumur skiptist í tvo hópa, frumur með háa tjáningu og frumur með lága 

tjáningu (Bataille et al., 2006). Þar sem plasmafrumur hafa háa CD27 tjáningu virtust þær vera ríkjandi 

skömmu eftir örvun. Á degi 14 hafði hlutfall minnisfrumna, sem hafa lága CD27 tjáningu, aukist en 

plasmafrumur urðu aftur ríkjandi undir loks svarsins. Í byrjun svarsins var plasmafrumuhópurinn því 

líklega myndaður úr viðbragðsfljótum minnisfrumum úr blóði sem sérhæfðust í plasmafrumur. Undir lok 

svarsins átti plasmafrumuhópurinn aftur á móti uppruna sinn í óreyndum B eitilfrumum (Radbruch et 

al., 2006).    

CD70 viðtakinn er tjáður í skamma stund hjá frumum í kímstöðvarhvarfi (Arens et al., 2004). 

Tjáning hans jókst hratt eftir örvun eins og við var að búast og féll svo hratt aftur þegar leið á svarið 

sem staðfestir að hluti frumna hafi gengið í gegnum kímstöðvarsvar. Meðaltal skyldra viðmiða féll ekki 

að ferlum ofursvara og óskyldra viðmiða en sýndi þó sama mynstur. Þegar tveir útlagar voru fjarlægðir 

sýndu skyldu viðmiðin hins vegar engin afbrigði. Það bendir til þess að skyld viðmið sýni ekki afbrigði í 

CD70 tjáningu heldur eingöngu þessir einstaklingar á þessum tímapunktum. Hugsanlega hefur 

eitthvað misfarist við mótefnalitunina.  

Langlífar plasmafrumur tjá CD32 viðtaka á yfirborði (Murphy et al., 2008). Óörvaðar frumur sýndu 

mjög háa tjáningu CD32 viðtakans sem er í samræmi við aðrar rannsóknir, t.d Sandilands og félaga 

(Sandilands et al., 1995). Eftir örvun í kímstöðvarlíkaninu féll CD32 tjáning hratt og náði sér aldrei aftur 

á strik. Þar sem tilgangur sameindarinnar er að hindra mótefnaframleiðslu er nauðsynlegt að bæla 

CD32 tjáningu meðan kímstöðvarsvarið fer fram svo frumur geti sérhæfst í mótefnaseytandi frumur 

(Rudge et al., 2002). Það kom nokkuð á óvart að meðaltjáning CD32 hafi ekki aukist þegar leið á 

svarið þótt það hafi gerst í einstaka tilfellum (sjá viðauka 2 og 3). Hugsanlega hafa umhverfisaðstæður 

ekki verið ákjósanlegar fyrir myndun langlífra plasmafrumna. IL-6 er nauðsynlegt boðefni fyrir viðhald 

langlífra plasmafrumna sem B frumur sjá sjálfar um að framleiða ef IL-4 er til staðar (Gantner et al., 

2003). Örvun í gegnum CD40 viðtaka veldur einnig framleiðslu IL-6 og IL-10 (Burdin et al., 1995). 

Mögulega hefur IL-6 framleiðsla ekki verið nægjanleg til að halda frumum sem langlífum 

plasmafrumum og því hefði þurft að bæta boðefninu í ræktina. Önnur skýring skorts á CD32 

jákvæðum frumum gæti verið að kímstöðvarræktin hefði þurft lengri tíma. Í seinni hluta 

rannsóknarinnar var enn stór frumuhópur á lífi í lok kímstöðvarræktinnar. Mögulega þurfa frumurnar 

lengri tíma til að klára svarið en gerist „in vivo“ og e.t.v. hefði sést aukning á CD32 tjáningu ef 

ræktunum hefði verið fylgt lengur eftir.  

Það sama má segja um aðra yfirborðsviðtaka. Ef ræktunartími hefði verið aukinn hefði CD86 

mögulega lækkað enn meira og CD38 og CD27 aukist enn frekar. Kímstöðvarlíkanið virðist því ekki ná 

toppi á degi 10-14 (Shapiro-Shelef and Calame, 2005) heldur aðeins seinna þótt misjafnt hafi verið 

eftir ræktunum hversu fljótar þær voru að taka við sér.  

Niðurstöður eru í samræmi við fyrri áfanga þessarar rannsóknar þar sem frumur voru örvaðar með 

pokeweed eitilfrumuræsi og sýndi að flestu leyti sams konar tjáningarmynstur fyrir yfirborðsviðtaka á 

14. degi (Ogmundsdottir et al., 2011). Hins vegar eru niðurstöður frábrugðnar að einu leyti. Í þessari 
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rannsókn sýndu ofursvarar ekki afbrigði í neinum yfirborðsviðtaka þegar tjáning var borin saman við 

skyld og óskyld viðmið. Í örvun með eitilfrumuræsa kom hins vegar fram hærra hlutfall CD27 tjáningar 

meðal ofursvara en viðmiða. Þar sem kímstöðvarlíkanið líkir betur eftir raunverulegri örvun B frumna 

bendir fátt til þess að ofursvarar séu frábrugðnir í tjáningu yfirborðsviðtaka.  

Nokkrar aðrar rannsóknir hafa verið gerðar þar sem líkt er eftir kímstöðvarhvarfi með góðum 

árangri (m.a. Burdin et al., 1995; Duddy et al., 2004; Galibert et al., 1996; Gantner et al., 2003; Neron 

et al., 2005). Í sumum þessara rannsókna voru notaðir vakar eða mótefni sértæk fyrir BCR eða CD40 

en í öðrum var notast við CD40L erfðabreyttar frumur. Algengustu boðefnin sem bætt var við ræktina 

voru IL-2, IL-4, IL-5, IL-6 og IL-10. Þótt einungis hafi verið notast við CD40L CHO frumur og IL-4 í 

þessari rannsókn fylgdi tjáning yfirborðsviðtaka í kímstöðvarlíkaninu sama mynstri og hún gerir „in 

vivo“. Það gefur til kynna að kímstöðvarlíkanið endurspegli raunverulegt kímstöðvarsvar B eitilfrumna.  

5.4.7  Umritunarþættir 

5.4.7.1 Pax5 ónothæfur 

Ekki var hægt að reikna mismun PAX5 jákvæðra sýna og ísótýpuviðmiða vegna hárrar tjáningar 

ísótýpuviðmiða eftir örvun. Af þeim sökum var PAX5 sleppt í frekari úrvinnslu þessa verkefnis. 

Mögulega hefur mótefnið ekki verið nógu gott þar sem ekki var mikið framboð af PAX5 mótefnum. Auk 

þess var mótefnið fjölstofna og því meiri líkur á að það hafi bundist öðrum eindum en PAX5 með 

ósértækri bindingu. Áður en sýni voru einangruð og greind í frumuflæðisjá hefði þurft að prófa 

mótefnalitun með PAX5 betur en gert var og sérstaklega að skoða betur tjáningu ísótýpuviðmiðsins 

eftir örvun sem var óeðlilega há. 

5.4.7.2 Tjáning BCL-6 og BLIMP1 

Hlutfall BCL-6 jákvæðra frumna var mjög breytilegt eftir ræktum og virtist ekki sýna ákveðið mynstur. 

Það sama mátti segja um hlutfall BLIMP1 jákvæðra frumna. Það var því ákveðið að skoða magn 

tjáningar í þeirri von að hún gæfi betri mynd.  

Svipaða sögu var að segja um magn tjáningar hjá umritunarþáttunum. Búist var við að skömmu 

eftir örvun myndi BCL-6 tjáning aukast hratt en falla aftur þegar leið á svarið (Klein & Dalla-Favera, 

2008). Slíkur ferill kom fram hjá hluta kímstöðvarrækta en alls ekki öllum. Tjáning BCL-6 var því mjög 

breytileg eftir ræktum. Fyrirfram var talið að magn tjáningar hjá BLIMP1 myndi aukast þegar liði á 

svarið (Klein et al., 2003). Sú var ekki raunin nema í hluta tilvika svo tjáning BLIMP1 var mjög breytileg 

eftir ræktunum líkt og tjáning BCL-6. Ofursvari, skylt viðmið og óskylt viðmið sýndu ekki alltaf sama 

tjáningarmynstur ólíkt því sem var hjá yfirborðsviðtökunum. 

Þessi breytilega tjáning umritunarþátta hjá kímstöðvarræktum ætti ekki að koma mikið á óvart þar 

sem genatjáning er tilviljunarkennd og sérstaklega fyrir prótein sem tjáð eru í litlu magni eins og 

umritunarþættir. Zhang og félagar skoðuðu tjáningu BCL-6, PAX5 og BLIMP1 hjá stökum B frumum. 

Þar kom í ljós að tjáning BCL-6 og PAX5 kemur fram í háum en tilviljunarkenndum sveiflum (sjá mynd 

38). Tjáning BLIMP1 hjá B frumum er aftur á móti mjög lág og sýnir tilviljunarkennda púlsa (Zhang et 

al., 2010). Tilviljunarkennd tjáning umritunarþátta skýrir því þennan mikla breytileika sem sást í 

kímstöðvarræktum.  
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Mynd 38. Tjáning BCL-6, BLIMP1 og PAX5 hjá B frumum .  

Reiknuð tjáning BCL-6 og PAX5 í B frumufasa sýnir nokkuð háar tilviljanakenndar sveiflur en BLIMP1 
tjáning sýnir lága tilviljunarkennda púlsa (mynd byggð á Zhang et al., 2010).  

 

5.4.7.3 Hlutfall BLIMP1 og BCL-6 

Líffræðilega eru BLIMP1 og BCL-6 háðir hvor öðrum sem umritunarbælarar. Þvi var ákveðið að skoða 

tjáningu þessara umritunarþátta saman og kanna hvort ofursvarar hefðu afbrigðilega tjáningu og því 

sérhæfingu í plasmafrumur. Í ljós kom að ofursvari hafði hæsta BLIMP1/BCL-6 hlutfall í sjö tilfellum af 

tíu, skylt viðmið í tveimur tilfellum en óskylt viðmið aðeins í einu sinni. Afbrigðileiki í BLIMP1/BCL-6 

tjáningu hjá ofursvörum samanborðið við viðmið reyndist marktækur með p-gildi = 0,02. Þessar 

niðurstöður gefa til kynna að B frumur ofursvara sýni afbrigði í kímstöðvarviðbragðinu og séu talsvert 

líklegri til að sérhæfast í plasmafrumur en frumur viðmiða (Klein & Dalla-Favera, 2008).   

Zhang og félagar tala einnig um að B frumur hafi tvo jafn stöðuga fasa. B frumufasi, sem er 

einkennandi fyrir óreyndar B frumur, hefur lága BLIMP1 tjáningu en háa BCL-6 og PAX5 tjáningu. 

Þessu er öfugt farið í plasmafrumufasa sem hefur háa BLIMP1 tjáningu en lága BCL-6 og PAX5 

tjáningu. Þeir félagar tala einnig um að sérhæfing sé allt eða ekkert, þ.e. annað hvort er fruman í B 

frumufasa eða plasmafrumufasa. Sérhæfing úr B frumufasa í plasmafrumufasa er óafturkræf. Þessu er 

best lýst í mynd 39 en þar er gert ráð fyrir að BCL-6 hagi sér á svipaðan hátt og PAX5 (Zhang et al., 

2010).  
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 Mynd 39. Tveir stöðugir fasar B frumna og plasmafr umna m.t.t BLIMP1 og PAX5 tjáningar. 

B frumur hafa tvo jafnstöðuga fasa, ósérhæfðan og sérhæfðan sem hafa ólíkt tjáningarmynstur 
umritunarþáttanna BLIMP1 og PAX5. Gert er ráð fyrir að tjáning BCL-6 sé sambærileg við tjáningu 
PAX5 við sérhæfingu úr B frumu í plasmafrumu (mynd byggð á Zhang et al., 2010).  

 

Ef tjáning BCL6 og PAX5 er umtalsvert meiri en tjáning BLIMP1 er fruman í ósérhæfðum B 

frumufasa. Aukinn tjáning BLIMP1 veldur bælingu á PAX5 og BCL6 og veldur í kjölfarið sérhæfingu í 

plasmafrumu þegar tjáning BLIMP1 er orðin talsvert hærri en tjáning BCL-6 og PAX5 (Zhang et al., 

2010). Mismunandi genatjáning frumna skýrir þannig misleitni sem kemur fram í frumuhópnum, þar 

sem sumar frumur eru enn í B frumufasa en aðrar hafa sérhæfst í plasmafrumur.    

Hitti hámarsktoppur púlsins hjá BLIMP1 á lágmarkspunkt í niðursveiflu hjá BCL6/PAX5 hrindir hann 

af stað ferli sem leiðir til sérhæfingar í plasmafrumu. Ofursvarar hafa lægri þröskuld til að koma þessu 

ferli af stað sem er í samræmi við fyrri rannsóknir þessa verkefnis þar sem í ljós kom að ofursvarar 

hafa fleiri mótefnaseytandi frumur en viðmið (meistararitgerð 2008). 
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Ályktanir 

Fleiri B eitilfrumur fengust þegar notast var við fersk einkjarna blóðsýni en fryst sýni. Viðkvæmar 

einkjarna blóðfrumur þoldu ekki frystinguna og því varð töluverð rýrnun.  

  

Til að fá sem mest magn af heildar RNA úr sem minnstum fjölda B eitilfrumna reyndist best að 

geyma frumurnar í RNAlater og einangra svo með RNeasy Mini Kit. Þær 1x106 B eitilfrumur sem 

notaðar voru til einangrunar gáfu ekki nægt magn af heildar RNA fyrir genatjáningarrannsóknir svo 

mögnun sýna var nauðsynleg.   

 

Til að fá sem mest magn af DNA úr sem minnstum fjölda B eitilfrumna reyndist best að einangra B 

eitilfrumur og rauðkornaþykkni með QIAamp Mini Kit. Þannig fékkst nægt magn af hreinu DNA til að 

nota í áframhaldandi rannsóknum á ofursvörum og viðmiðum þeirra 

 

Í kímstöðvarlíkaninu sýna ofursvarar engin afbrigði í tjáningu yfirborðsviðtakanna CD86, CD95, 

CD38, CD27, CD70 og CD32 samanborið við viðmið. Það er því ekki munur á milli þessara hópa í  

lengd kímstöðvarhvarfsins og mismunandi hópar sýna sama þroskaferil. Tjáning yfirborðsviðtaka í 

kímstöðvarlíkani fylgir sama mynstri og hún gerir „in vivo“ og gefur því til kynna að líkanið endurspegli 

raunverulegt kímstöðvarsvar B eitilfrumna. Hins vegar virðist svar í kímstöðvarlíkaninu taka lengri tíma 

en „in vivo“. 

 

Tjáning BCL-6 og BLIMP1 er mjög breytileg hjá kímstöðvarræktum en má skýra vegna 

tilviljunarkenndrar tjáningar umritunarþátta. Ofursvarar sýna afbrigði í tjáningu BLIMP1/BCL-6 hlutfalls 

í kímstöðvarviðbragðinu þar sem þeir hafa hærra hlutfall samanborið við viðmið. Það gefur til kynna að 

frumur ofursvara séu talsvert líklegri til að sérhæfast í plasmafrumur en frumur viðmiða. Þar sem 

ofursvara er að finna í fjölskyldum með einstofna mótefnahækkanir er áhugavert að vita hvort tengsl 

séu þar á milli. Til þessa hefur ekkert komið fram sem bendir til tengsla ofursvara við einstofna 

mótefnahækkanir. Hins vegar gefur hátt BLIMP1/BCL6 hlutfall til kynna að frumur ofursvara hafi styttri 

B frumufasa og fari hraðar í gegnum kímstöðvarsvar. Styttri tími í B frumufasa þýðir færri möguleika á 

sækniþroskun og minni fjölbreytni sem einnig er einkennandi fyrir B frumusvörun aldraða. Þar sem 

aldraðir hafa aukna áhættu á þróun einstofna mótefnahækkana er einnig mögulegt samhengi milli 

sjúkdómsins og ofursvara. Þar sem lítið er vitað um hvað veldur einstofna mótefnahækkunum er 

mikilvægt að gera frekari rannsóknir á ofursvörum þar sem þeir gætu svarað lykilspurningum um 

orsakir sjúkdómsins. Frekari rannsóknir eru þegar hafnar þar sem skoðuð er genatjáning og 

litningaafbrigði hjá ofursvörum og borin saman við viðmið. Það verður því forvitnilegt að sjá hvort 

ofursvarar sýni einnig afbrigði þar. 
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Viðauki 1 – Lausnir 

 

RPMI-1640 + 10% FCS æti: 

500 mL RPMI-1640 æti með 2 mM glútamín (Gibco) 

50 mL hitaóvirkjað kálfasermi (FCS, Gibco) 

2,5 mL sýklalyf (50 ein/mL penicillin/ 50 µL/mL streptomycin, Gibco) 

 

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

500 mL RPMI-1640 æti með 2 mM glútamín (Gibco) 

50 mL hitaóvirkjað ultra low IgG kálfasermi (ultra low IgG FCS, Gibco) 

2,5 mL sýklalyf (50 ein/mL penicillin/ 50 µL/mL streptomycin, Gibco) 

 

PBS (phosphate buffered saline, 10x stofnlausn): 

80,0 g NaCl 

2,0 g KH2PO4 

14,4 g Na2HPO4 x 2 H2O 

2,0 g KCl 

Fyllt upp að 1 L með dH2O 

pH aðlagað að 7,4 

 

MACS lausn: 

200 mL 1x PBS 

800 µL 500 mM EDTA  

10 mL 10% BSA (Sigma) 

pH aðlagað að 7,2 

 

Rauðkornaleysir (Lysis buffer): 

219 g súkrósi 

20 mL 1 M Tris-Cl pH 7,6 

10 mL 1 M MgCl2 

20 mL 98% Triton 

Fyllt upp að 2 L með dH2O 
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Meltibuffer: 

100 mM NaCl 

10 mM Tris-Cl pH 8,0 

25 mM EDTA pH 8,0 

0,5% natríum dodesyl súlfat 

0,1 mg/mL próteinasi K 

 

TE-lausn (10x stofnlausn): 

12,1 g Tris 

3,7 g EDTA 

Fyllt upp að 1 mL með dH2O 

pH aðlagað að 8,0 
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Viðauki 2 – Yfirborðsviðtakar: % jákvæðra frumna 
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Viðauki 3 – Yfirborðsviðtakar: MFI 
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Viðauki 4 – Umritunarþættir: % jákvæðra frumna 
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