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Agrip

Bandvefsumbreyting (EMT, epithelial-mesenchymal transition) er pekkt ferli par sem
pekjufrumur 6dlast bandvefsfrumueiginleika. EMT & sér stad i fosturproskun og einnig
hefur pad verid tengt vid framproun krabbameina. miRNA eru talin gegna mikilvegu
hlutverki 1 stjornun & umritunarpattum sem styra EMT. Minnkud tjaning miRNA200
fjolskyldunnar, og miR205, miR203 og E-cadherin genanna hefur verid tengd vid EMT og
er pessi baeling talin eiga patt i EMT ferlinu. Nylega hefur pvi verid lyst ad @dapel geti
orvad pekjufrumur til ad undirgangast EMT og reyndist pessi umbreyting vera dafturkreef.
Tilgangur verkefnisins var ad kanna hvort methylering & CpG eyjum miRNA
genasvaedanna valdi  pvi ad @®0apelsorvad EMT gangi ekki til  baka.
Brjostapekjustofnfrumulinurnar D492, D492M, D492M1, D492M2 og D492El1 voru
medhondladar med bisulfidi og stjornsvedi EMT stjorngena mégnud upp med PCR og
radgreind til ad kanna hvort methylering veari til stadar. Pad sdst munur a
methyleringarmynstri, sérstaklega i genunum miR200c og miR205 sem bendir til pess ad

methylering hafi hlutverki ad gegna i EMT.
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Abstract

EMT (epithelial-mesenchymal transition) is a well-known process where epithelial cells
acquire mesenchymal traits. EMT occurs in embryogenesis and it has also been connected
to cancer progression. miRNA genes are considered to play an important role in regulating
transcription factors important for EMT. The miRNA200 family, miR203, miR205, and E-
cadherin have been found suppressed in EMT. It was recently described that endothelial
cells can induce epithelial cells to undergo an irreversible EMT. The purpose of the project
was to examine whether DNA methylation in CpG islands of miRNA genes is responsible
for the irreversibility of the endothelial induced EMT. The breast stem cell line D492, and
its derivatives D492M, D492M1, D492M?2, and D492E1 were bisulfide treated and the
regulatory regions of the miRNA200 family, miR203, miR205 and E-cadherin amplified
with PCR and sequenced. There was a difference in the methylation pattern especially in
miR200c and miR205 which suggests that methylation might have a role in irreversible

endothelial induced EMT.
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1. Inngangur

1.1 Brjostkirtillinn

Brjostkirtillinn er eitt af peim einkennum sem adgreinir spendyr fra 60rum dyrum. Hann er
byggingarlega breytilegt liffaeri sem breytist med aldri, tidarhring og @xlunarstéou kvenna.
Vid fosturproskun proskast brjostavefurinn i badum kynjum p.a. brjostkirtillinn er eins hja
badum kynjum vid fedingu. Vid kynproska proskast brjostkirtillinn hja konum vegna
ahrifa kynhormoénanna estrogens og progesteréns, en estrogen Orvar proskun
fosturbandvefsfruma. Hja korlum veldur kynhormonid testdsteron peim ahrifum &

fosturbandvefsfrumur ad pad hindrar voxt brjostkirtilsins (Ross og Pawlina 2011).

Brjostkirtillinn er vid edlilegar lifedlisfraedilegar adsteedur i ovirku astandi. Pegar pungun a
sér stad fer kirtillinn Gr 6virku astandi i endastigsproskun sem undirbyr kirtilpekjuna undir

hlutverk sitt, sja mynd 1.

Mynd 1: Proskun brjostkirtilsins i mus.

A) I okynproska muas er kirtillinn i évirku astandi. Pekjuvefurinn i brjostkirtlinum er
grein6ttur. B) Vio pungun fjolgar kirtilberum talsvert og kirtillinn er pa kominn i virkt
astand. C) begar musin er & mjolkurmyndunarstigi fjolgar kirtilberum enn pa meira
samfara mjolkurmyndun. D) Ryrnun verdur & Kkirtli eftir mjélkurmyndunarstigio.
Brjostkirtillinn fer ekki aftur i évirkt astand (Health 1997).



Ovirkur fullordinn brjostkirtill er samansettur af 15-20 6reglulegum kirtilberum sem eru
aoskildir med trefjottum bandvefi. Berin liggja Ut fra geirvortu og peim er skipt i smaerri
kirtilber. Enda kirtilberin eru kollud terminal duct lobular units, TDLUs, en TDLUs eru
virknieiningar brjostsins og sja m.a. um ad framleida mjélk og ad koma henni i safnrasir
brjostsins (Nelson og Bissell 2005). Kirtilber eru ur tvilaga vef. Innra lagid er ur
skautudum kirtilpekjufrumum sem framleida mjolk en ytra lagid er ur vodvapekjufrumum
sem geta dregist saman og eru naudsynlegar til ad flytja mjolkina. Utan um brjostaleidslur
og kirtilber er grunnhimna en hun adskilur pekjuvefina frd adliggjandi stodvef sem
inniheldur m.a. bandvefsfrumur og @dapelsfrumur (Howard og Gusterson 2000), sja mynd

2.

Brjostkirtillinn myndast med ferli sem einkennist af greinottri formgerd (branching
morphogenesis) en pad er ferli sem er mjog vel vardveitt i dyrarikinu. Grein6tt formgerd
er m.a. pekkt i myndun lungna, nyrna, blodruhalskirtils og munnvatnskirtla (Ingthorsson,
Sigurdsson og fl. 2010). Brjostkirtillinn likist umbreyttum svitakirtli sem proskast snemma
i fosturproskun pegar ytfirhidin pykknar og pekjufrumur radast inn i umliggjandi vef,
fosturbandvef. Til pess ad pekjufrumur geti radist i umliggjandi vef taka per ad hluta til
upp tjdningarmynstur bandvefsfruma (Sigurdsson, Hilmarsdottir og fl. 2011). betta ferli,
svokallad bandvefsumbreyting (epithelial-to-mesenchymal transition — EMT) er vel pekkt i
fosturproska en i krabbameinum er talid ad frumur sem hafi undirgengist slika breytingu

geti haft hlutverk i meingerd pess sjukdoms (sjé sidar i kafla 1.3.1).
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Mynd 2: Brjoéstkirtillinn er samansettur ur pekjuvef, fituvef og eedarikum stoovef.

A) Brjostkirtillinn er samansettur greindttum pekjuvef eda kirtilberum sem liggja fra
geirvortu. I brjostinu er einnig fituvefur og bandvefur. B) Endakirtilberin, eda TDLU eru
virknieiningar brjostsins. Grunnhimnan adskilur pekjufrumurnar fra bandvefnum. C)
bekjuvefur brjostkirtilsins  er samansettur ur kirtilpekjuvef og vodvapekjuvef.
Kirtlpekjufrumurnar framleida mjolkina en vodvapekjufrumur hjalpa til med samdretti ad
flytja mjélkina i mjélkursafnras (Ingthorsson, Sigurdsson og fl. 2010).

1.2 Krabbamein

{ mannslikamanum er 10'* frumur. Venjulegar frumur i likamanum vaxa, skipta sér og
sérhefa sig eda fara i styrdan frumudauda. Krabbameinsfrumur verda til vegna
stokkbreytinga 1 frumum. Slikar stokkbreytingar geta pannig leitt til pess ad
krabbameinsfrumur brjota per reglur sem venjulegar frumur i likamanum fara eftir m.a.
med pvi skipt sér 6takmarkad eda koma sér hja styroum frumudauda. Krabbameinsfrumur
fjolga sér pannig med klonal vexti og mynda axli. A sidari stigum getur voxtur peirra
ordid ifarandi, pannig geta krabbameinsfrumurnar rutt sér braut inn i adlaega vefi og einnig

komist i blodras, flust 4 adra stadi og myndad meinvorp.

bau gen sem koma helst vid sogu i @xlismyndun mé flokka i tvo adalflokka, pb.e. &xlisgen

og axlisbeligen. Flokkur axlisgena studlar ad  auknum frumuvexti eda hindrar



frumudauda en @xlisbaligen hindra frumuvoxt eda geta studlad ad frumudauda. Vid
stokkbreytingar i pessum genum er oftast um ad reda Orvandi (t.d. genamognun)

stokkbreytingar i @xlisgenum en hindrandi stokkbreytingar i &xlisbaligenum.

ffarandi voxtur er eitt megineinkennid sem adskilur illkynja axlisfrumur fra gédkynja
&xlisfrumum. begar gédkynja @xli eru fjarleegd eru godar likur &4 ad folk nai fullum bata.
[llkynja &xli geta myndad meinvorp vida um likamann pannig ad krabbameinid dreifist og
ner omogulegt verdur ad medhondla pad. Meinvorpin eru oftast valdur ad dauda

krabbameinssjuklinga.

Talid er ad sex einkenni skilji krabbameinsfrumur frd venjulegum frumum. Pessi einkenni

cru:

e axlisfrumur verjast frumudauda,
e axlisfrumur hvetja myndun nyrra &0a,
* axlisfrumur vidhalda 6heftri frumufjolgun,
e axlisfrumur komast sér hja edlilegri vaxtabaelingu,
e axlisfrumur virkja ferli sem studla ad ifarandi vexti (sem geta leitt til myndunar
meinvarpa,
* verda 0daudlegar m.a. med tjaningu 4 telomerasa geninu (Hanahan og Weinberg
2011).
bekjuvefsaexli (carcinoma) er sd flokkur krabbameina sem myndast i pekjuvef og er
langalgengasta gerd krabbameina. Adrir meginflokkar krabbameina eru t.d. sarkmein
(sarcoma), hvitbadi (leukemia) og eitilfrumukrabbamein (lymphoma). Sarkmein myndast i
stoofrumuvef, en hvitbledi og eitilfrumukrabbamein myndast i blodmyndandi vef.
bekjuvefsaxli er algengasta krabbameinid, eda um 80% tilvika. Orsaka getur m.a. verid ad
leita 1 pvi ad frumuskiptingar eru par tidar og pvi hugsanlega meiri likur a stokkbreytingu
og einnig er pekjuvefur oft berskjaldadur gegn utanadkomandi skemmdum (Strachan T.

og Read A. 2004). Néanar verdur fjallad um pekjuvef i kafla 1.3.

Krabbamein myndast ekki af einni stokkbreytingu heldur samansafni af stokkbreytingum
sem 4 endanum valda krabbameini. Pad eru margs konar stokkbreytingar sem geta ordid a
erfdaefninu vid t.d. eftirmyndun og nymyndun. betta eru m.a. litningabreytingar,

basabreytingar og sviperfdabreytingar (epigenetic modification). Vidgerdaferli og gen eru



til stadar og gera vid stokkbreytingarnar en pad er moguleiki ad einhverjar stokkbreytingar
komist framhja pessum vidgerdarferlum. Gallar i pessum ferlum og pessum genum eru ein
af orsokum arfgengra krabbameina. Einnig geta gallar i genum sem styra frumuhring og

frumuskiptingu valdid krabbameinsmyndun (Alberts B., Johnson A. og fl. 2008).

1.3 Brjostakrabbamein

Krabbamein er eitt algengasta banamein i heiminum i dag og deyja 1 af hverjum 5 ur
pessum sjukdomaflokki. Flest krabbamein eru til komin vegna blondu erfda og umhverfis

en einnig eru til undirflokkar krabbameina med sterkan erfdapatt.

Brjostakrabbamein er algengasta krabbameinid sem greinist hja konum i heiminum i dag
en um 10% kvenna mega gera rad fyrir pvi ad fa brjostakrabbamein (Dalgin, Alexe og fl.
2007). Brjostakrabbamein er i 5. seti yfir algengustu ddnarorsok vegna krabbameins
(IARC 2010). A fslandi greinast um 195 konur arlega med brjostakrabbamein. Karlar geta
lika fengid brjostakrabbamein po ad pad s€ mjog sjaldgeft en um 2 tilfelli greinast hér &
landi arlega. A mynd 3 ma sja tidni og danartidni brjostakrabbameins i konum og korlum

(Krabbameinsfélagid 2012).
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Mynd 3: Tioni brjéstakrabbameins hja konum og kérlum 4 islandi fram til 2006.

Til vinstri: Mikil aukning hefur verid 4 tidni brjostakrabbameins & sidustu arum en pad ma
m.a. rekja til pess ad fleiri konur en adur fara i krabbameinsskodun. Til hagri: Déanartioni
hefur leekkad 4 sidustu 20 arum. Pessi lekkun geti verid vegna pess ad fleiri konur fara i
krabbameinsskodun og pvi meiri likur 4 ad finna krabbameinid snemma og hefja medferd
(Jonasson og Tryggvadoéttir 2008).

Breytingar i BRCA genum vega pungt hja peim konum sem hafa sterka ettarsogu a
brjostakrabbameini. BRCA1 tengist dhattu a krabbameini 1 brjostum og eggjastokkum en
BRCA2 tengist ahattu & krabbameini 1 brjoéstum, blodruhalskirtli, brisi og vidar. Baedi
BRCA 1 og 2 eru skilgreind sem vidgerdargen (Strachan T. og Read A. 2004).

Einkenni brjostakrabbameins eru margvisleg en oftast er p6 sjukdémurinn einkennalaus 4
fyrstu stigum. Sidari einkenni eru m.a. ad brjostid bolgnar allt eda hluti pess, verkur i
brjosti, hnudur i handakrika og hnadur i brjosti. Ahaettupeettir pess ad fa brjostakrabbamein
eru td. oOldrun, sjukrasaga, fjolskyldusaga, pyngd, hreyfingaleysi og afengisneysla.
Svipadir ahattupettir eru medal karla en par mé baeta vid hatt estrogen magn og
Klinefelter sjutkdomurinn (XXY) en Klinefelter er sjikdomur par sem karlar eru med auka

X litning og eru pess vegna med ymis kveneinkenni.



1.3.1 Bandvefsumbreyting, EMT (epithelial-mesenchymal transition)

EMT er ferli par sem pekjufrumur taka a sig svipgerd bandvefsfruma og samhlida pvi tapa
par sérhefdum einkennum sinum par & medal frumuvidlodun og skautun og 60last 1 stad
pessara svipgerd fosturbandvefs s.s. aukid frumuskrid, ifarandi voxt og vidnam gegn
styrdum frumudauda. | myndun brjostkirtillsins pa 6dlast pekjufrumur timabundid slik
bandvefslik einkenni og geta pess vegna vaxid inn i umliggjandi bandvef (Brabletz og
Brabletz 2010). EMT getur verid afturkreft ferli en pa 6d0last bandvefsfrumurnar
pekjuvefseiginleika og kallast umbreytingin pekjuvefsumbreyting (MET, mesenchymal-
epithelial transition). EMT og MET hafa mikilvaeg hlutverk i nokkrum proskunarferlum
t.d. myndun fosturbandvefsfruma, midlags i holfostursmyndun og i myndun greinéttrar
formgerdar i nokkrum lifferum. EMT hefur lika verid tengt vid krabbamein og eru par
tengd vid illvigari hegdun og Ohagstaedar batahorfur i krabbameini. bessi umbreyting 4
krabbameinsfrumum med aukinni bandvefssvipgerd hefur i for med sér tap eda minnkada
tjaningu pekjuvefskenniproteina (t.d. E-cad), aukinni tjaningu bandvefskenniproteina (N-

Cad), meiri hreyfanleika og ifarandi voxt (Polyak og Weinberg 2009).

A rannsoknarstofu i stofnfrumufreedum, var nylega synt fram 4 ad adapelsfrumur Srva
EMT 1 brjostavef. Samraekt med @dapeli & brjostastofnfrumulinunni D492 1 priviori raekt
leiddi til orvunar badi a greinottri formgerd og EMT (Sigurdsson, Hilmarsdottir og fl.
2011).

Eins og adur sagdi er talid ad krabbameinsfrumur geti undirgengist EMT ferlid og med pvi
geti hinar illkynja frumur 60last bandvefseiginleika sem getur studlad ad ifarandi vexti.
N4id samspil er & milli &0apelsfruma og krabbameinsfruma. Pegar &xli hefur nad ad vaxa
a0 akvedinni sterd pad er aframhaldandi voxtur hadur a@danymyndun i exlinu. Slik
hvatning 4 @0anymyndun er eitt af grunneinkennum krabbameinsfruma (sja kafla 1.2). Su
tilgata ad @dapelid geti auk pess ad mynda @dar og pannig flytja naeringu einnig 6rvad
EMT umbreytingu gefur @danymyndun i &xlum aukna pydingu. betta geti pannig verid
eitt peirra mikilvaegu skrefa sem studlad ad ifarandi vexti og sidar tilfaerslu inn i bl6oras og

meinvarpamyndun.

Svokdllud micro RNA, eda miRNA (sja kafla 1.4.1), eru talin gegna mikilvaegu hlutverki i



stjérnun & umritunarpattum sem styra EMT. Sjonum hefur sérstaklega verid beint ad
minnkadri tjaningu miRNA200 fjolskyldunnar i krabbameinum en hin er talin gegna
mikilvaegu hlutverki vid ad vidhalda pekjuvefs eiginleikum (Brabletz og Brabletz 2010).
Nylegar rannsoknir hafa einnig synt ad medlimir miRNA fjolskyldunnar eru mikilvaegir
stjornendur sérhafingar og pekjuvefseinkenna i mérgum vefjum (Gregory, Bracken og fl.

2008).

1.4 Sameindaliffraeodi

1.4.1 MicroRNA

miRNA eru vel vardveittar litlar RNA sameindir sem stjorna mikilvegum liffredilegum
ferlum. betta eru sameindir sem skrd ekki protein en geta myndad tvipatta bindingu vid
mRNA og pannig minnkad stodugleika peirra og hindrad pydingu (Alberts B., Johnson A.
og fl. 2008). 1 genamengi mannsins ma finna a.m.k. 1500 mismunandi miRNA (miRBase,
built 18) og pau virdast stjorna ad minnsta kosti pridjungi gena sem skra protein. Synt
hefur verid fram 4 ad miRNA tekur patt i fjolmorgum ferlum par 4 medal stjornun & EMT
(Gregory, Bracken og fl. 2008). Einnig er talid a0 miRNA hafi hlutverki ad gegna i
styringu & stofnfrumuvirkni, sérhefingu og fosturproskun. Rannsoknir hafa synt ad
miRNA getur virkad sem @xlisgen og axlisbaeligen (Polyak og Weinberg 2009) en i

krabbameinum hefur badi fundist lekkun og haekkun & mismunandi miRNA genum.

Komid hefur fram ad miR200 fjolskyldan og miR205 hafa verid tengd EMT, sem
exlisbaligen. miR200 fjolskyldan samanstendur af miR200c, miR200b, mir200a, miR141
og miR429. miR200c og miR141 eru 4 sama styrlisveedinu 4 litningi 12 en miR200b,
miR200a og miR429 eru 4 litningi 1. Tvo styrilsvaedi eru & litningi 1 pannig ad talad er um
styrilsvaedi miR200bal og miR200ba2. I krabbameinum er miR200 fj6lskyldan oft bzld og
pad sama ma segja um miR205, miR203 og E-cadherin (Wiklund, Bramsen og fl. 2011).
Talid er a0 miR200c hindri klénalvoxt i brjostakrabbameinsfrumum hugsanlega med

ahrifum a svokalladar krabbameinsstofnfrumur.



A pessum miRNA svaedum eru einnig CpG eyjar sem geta bent til ad methylering hafi

ahrif & genastjornun 4 svedunum (sja naesta kafla, 1.4.2 methylering).

1.4.2 Methylering

DNA methylering flokkast undir sviperfdabreytingar (epigenetics modifications) asamt
histonabreytingum og stadsetningu kirnisagnar. Methylering er oftast tengd poggun &
tjaningu en hun hefur einnig hlutverk tengd grenagreypingu (imprinting) par sem
ofmetyleringu (hypermethylation) veldur pvi ad adeins 6nnur samsata fra foreldrum er tjad

(Sandoval og Esteller 2012).

Methyleringarmynstur getur erfst frda modurfrumu til dotturfrumu i frumuskiptingu. DNA
methylering er oftast 4 CpG eyjum, CpG strondum, styrilsvedum gena og 4 endurteknum
rodum. Skipulag og vidhald DNA methyleringarmynsturs er naudsynlegt fyrir proskun
spendyra og edlilega likamsstarfsemi fullordinna einstaklinga. DNA methylering er leid til
ad bala genastarfsemi og til ad vidhalda stodugleika erfdaefnisins med pvi ad halda i
skeflum endurteknum ro6dum. Breytingar 4 DNA methyleringu tengjast ymsum

sjukdémum, 6ldrun og myndun krabbameina (Strachan T. og Read A. 2004).

DNA methylering spilar lykilhlutverk i poggun 4 genatjaningu, genagreypingu og ovirkjun
a X-litningi. Erfoir gallar i DNA-methyleringu og genagreypingu valda géllum i proskun
og auka adhattu 4 exlismyndun. Nylegar nidurstodur syna ad DNA-methylering og
litningabreytingar geta verid upphafsatburdir 1 @xlismyndun. DNA methylering og
litningabreytingar tengjast innbyrdis og RNA sem skrair ekki protein tengir pessi tvo ferli

(Polyak og Weinberg 2009).

1.4.3 D492 frumulinan

D492 frumulinan er brjostapekjustofnfrumulina. D492 var einangrud fra frumum i hreidri

nalegt grunnhimnu (suprabasal niche) ur venjulegum brjostkirtli og pvi nast gerd



o0daudleg med pvi ad nota retrovirusarferju sem innihélt E6 og E7 axlisgen fra HPV-16
sem er vortuveira. Pessi frumulina hefur vidhaldid upprunalegri svipgerd sinni i frumuraekt
og getur sérhaefst og myndad greinodtta formgerd i prividri rekt med myndun a tvilaga
pekju med badi vodvapekjufrumum og kirtilpekjufrumum. (Gudjonsson, Villadsen og fl.
2002; Fridriksdottir, Villadsen og fl. 2005). Frumulinan getur einnig undirgengist EMT
umbreytingu ef hun er raektud i samraekt i prividu umhverfi med @dapelsfrumum
(Sigurdsson, Hilmarsdottir og fl. 2011). Slik bandvefsumbreytt aftbrigdi af D492 hafa verid
einangrud og kallast ni D492M. M stendur pa fyrir ,,mesenchymal®“ en pad pydir
bandvefur. [ verkefninu eru einnig notadar D492M1, D492M2 og D492E1, E stendur fyrir
»epithelial” en pad pydir pekjuvefur. D492M1 og D492M2 eru nylega einangradar
bandvefsfrumulinur fra D492 og eru ekki jafn stédugar og D492M. D492M2 er enn
Ostodugri en D492M1.

Ef D492 frumum sem hofou undirgengist greinodtta formgerd var endursad i tviviori raekt
og raektadar aftur upp 1 prividri rekt med adapeli pad gatu paer baedi myndad greinotta
formgerd og EMT. Ef hins vegar D492 bandvefsfrumurnar (D492M) sem hofou
undigengist EMT var endursad i tviviori rekt og raektadar upp 1 prividri raekt pa gatu paer

einungis myndad bandvefsfrumur, sja mynd 4.
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Mynd 4: Adapel orvar EMT og greinotta formgero.

D492 pekjufrumur i samraekt med @dapeli. Til vinstri: D492 frumur sem hofou
undirgengist greindtta formgerd var endursad i tvivida raekt og raektadar upp med aodapeli i
prividri raekt. Peer myndudu badi greinodtta formgerd og bandvefsfrumur sem hofdu fario i
gegnum EMT ferlio. Til heegri: Sama var gert vid D492M frumurnar en paer myndudu
einungis bandvefsfrumur (Sigurdsson, Hilmarsdottir og fl. 2011).

D492M getur pvi ekki umbreyst aftur i pekjuvefsfrumu meod greinétta formgerd, pad er ad
segja hun virdist ekki undirgangast MET. Vitad er ad i pessum frumulinum er miR200
fjolskyldan, miR205, miR203 og E-cadherin bzld p.a. spurning er hvort ad methylering sé

a0 stjorna pessum svedum og pad er pad sem ég kannadi i pessu verkefni.
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2. Aodferdir og efni

2.1 Frumuraekt

Frumurakt er adferd par sem frumur eru reektadar undir styrdum adstedum. Adferdin felst

i pvi a0 rekta og vidhalda lifandi frumulinum adskildum fra upprunalegum vef sinum.

Frumurnar eru rektadar vid akvedid hitastig, sérstakri gasblondu og 1 sérstoku vaxtaraeti

svo eitthvad sé nefnt en rektunarskilyrdi fyrir hverja frumugerd eru mismunandi.

Frumulinur sem unnid var med voru D492M1, D492M2 og D492E1. Frumulinurnar voru

sottar 1 fljotandi nitur (-196°C) og paer spunnar nidur i skilvindu i 3 min 4 2000 min™.

Floti var hent og frumurnar leystar upp i &ti og peim sad i rektarfloskur. Frumur voru

rektadar 4 H14 @ti, en pad samanstendur af DMEM/F12 @ti (Gibco) sem er blandad vid

vaxtarpaetti og 50 IU/ml penicillin, 50 pug/ml streptomycin, sja toflu 1 (EGF er fra

Peprotech, adrir vaxtarpettir fra Sigma-Aldrich).

Tafla 1: Vaxtarpeettir i H14 =eti.

Vaxtarpattir eru mikilvaegir svo ad frumur geti vaxid og fjolgad sér.

H14 35 ul/ml  Upprunalegur styrkur  Endanlegur styrkur
Insulin (Ins) 4.38 2.0 mg/ml 250.00 ng/ml
Transferrin (TT) 17.50 20.0 mg/ml 10.00 pg/ml

EGF 17.50 20.0 pg/ml 10.00 ng/ml
Na-Selenite (Na-Sel) 35.00 2.6 pg/ml 2.60 ng/ml
Estradiol (Est) 35.00 1.0%107 M 1.00¥10"° M
Hydrocortisone (Hydro) 35.00 1.4%10° M 1.40%10° M
Prolactine 35.00 150.0 IU 0.15IU
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Floskurnar voru geymdar i hitaskapi vid 37°C. Annan hvern dag eftir ad frumurnar h6fou
verid settar i raekt, pa var skipt um ati. Fylgst var med frumuraktinni med smasjé og eftir 5
daga voru frumurnar binar ad pekja botninn i 6llum floskunum og pvi tilbunar fyrir DNA

einangrun.

2.2 Einangrun og hreinsun DNA

Til ad hreinsa frumurnar var 5 ml af Phosphate-buffered saline, PBS, bett 4 frumurnar.
PBS var sidar sogad i burtu og 1 ml af trypsini sett ut i. Trypsin rifur 6ll tengsl 4 milli
frumna og losar frumurnar af botninum. Eftir 2-3 minttna bid vid 37°C var 4 ml af PBS
bett Gt 1 og 6llu blandad saman med pipettu. Frumurnar voru skildar fra vokvanum med

skilvindu og vokvinn var fjarlegdur.

Til ad einangra og hreinsa DNA var notad Genomic DNA Purification Kit (Fermentas). I
kittinu var m.a. ethandl til pess ad fella ut kjarnsyrurnar og RNAsi til pess ad brjota nidur
RNA. Framkvemdin for fram 4 litlum stlum, pannig ad DNA var bundid 4 sulurnar en
efnin sem vid vildum losa okkur vid foru i botninn 4 eppendorf glasinu og var sidan hellt
burtu. { lokin var DNA leyst af stlunni og styrkur pess maldur med ljosmeli vid 260 nm

bylgjulengd.

2.3 Meohondlun DNA meo bisulfioi

Bistulfid medferd 4 DNA veldur pvi ad cytosin umbreytist 1 urasil. Ef methyl hopur er &
cytosini, p4 umbreytist pad ekki i urasil. Med pvi ad skoda DNA eftir medhondlun med

bisulfidi er seinna haegt ad rada fram ur methyleringarmynstri DNA.

Notad var EpiTect Bisulfide kit (QIAGEN) til pess ad medhondla DNA med bisulfidi. Pad
f6l medal annars 1 sér ad umbreyta DNA med pvi ad afmynda pad med hitun og natrium
bisulfid. Sidan var DNA 14tid 4 EpiTect sulu og pvegid med pvi ad nota akvedinn dua og

skilvindu. Pvotturinn er framkvamdur til pess ad hreinsa 61l merki um natrium bistlfid.
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2.4 Mognun 4 DNA meo Polymerase chain reaction, PCR

PCR adferdin er ein af grundvallaradferdum i sameindaerfoafredi og er notud til ad
magna upp akvedin svaedi i erfdamenginu. PCR-moégnun getur verid lidur i genaklonun,

arfgerdargreiningu, radgreiningu og 6drum rannsoknaradferoum.

PCR fer fram vid 3 hitastig. Upphafs DNA er hitad upp i 93-95°C en vid pad hitastig
brotna vetnistengin sem halda DNA pattunum saman pannig ad DNA verdur einpatta.
Sidan er hitastigid leekkad i ca. 52-63°C en pa bindast visar vid DNA. DNA nymyndunin 4
sér stad vid 72°C. Eftir petta ferli er btud ad tvofalda erfoaefnid sem var i upphafi.
Endurtekning & ferlinu gefur nast 4 patti og par 4 eftir 8 patti. Svona er hagt ad halda
afram pangad til ad nogu mikid magn af DNA hefur myndast til ad vinna med. begar syni
er undirbtid fyrir PCR pa er buin til PCR lausn sem inniheldur oftast magnesium, dua
lausn, “forward” og “reverse” visa, dNTP, hitapolinn pdlymerasa og vatn. Magnesium
jonir i PCR blondunni eru notadar til ad mynda komplexa vid basapor, visa og DNA patti.
Ef magnesium styrkur er of litill pa leidir pad til litillar PCR afurdar en aftur 4 moti ef
magnesium styrkur er of mikill pa getur pad valdid mispérun og PCR afurdin getur ordid
ondkvaem. dNTP eru basar/kirni sem innihalda trifosfathop og er radad a einpatta DNA og
fjolli0ad med brottnami pyrofosfats af polymerasa. Dualausnin er notud til pess bua til
efnafredilegt umhverfi sem hentar badi fyrir virkni og stodugleika DNA podlymerans.
Stundum er notud dtialausn sem inniheldur magnesium. “Forward”- og “reverse” visar eru
einpatta DNA butar sem eru motsvarandi 3’enda DNA svadisins sem verid er a0 magna
upp. Visarnir bindast vid akvedid hitastig og passa pad ad DNA basaparist ekki saman
aftur. Hitapolinn pdlymerasi er ensim sem getur eftirmyndad DNA vid hatt hitastig.
Algengasti hitapolni polymerasinn er Taq polymerasinn en hann hefur ekki
vidgerdarvirkni og gerir pvi fleiri villur i eftirmynduninni. Oft er Taq poélymerasa blandad
saman vid annan polymerasa t.d. Pfu sem hefur vidgerdarvirkni til pess ad koma i veg fyrir

villur.

Eftir ad DNA hefur verid medhondlad med bisulfidi pa verda DNA butarnir minni en ella,
einnig brotnar DNA pannig ad mognun verdur erfidari. Til pess ad f4 sem bestar

nidurstodur, er notad “touchdown” PCR. “Touchdown” PCR er miklu sértekara en
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venjulegt PCR. Pa er ekki eitt fast hitastig fyrir bindingu visa heldur er notad hitastigsbil.
bannig er hagt ad tryggja ad visarnir bindist DNA 1 stad pess ad lata pa bindast osértaekt
og eiga 4 hattu a4 a0 fa ohreint og onakvemt PCR. Til pess ad auka enn sérteekni PCR
hvarfsins er badi keyrt PCR med ytri og innri visum. Ytri visarnir nd yfir sterra svedi 4

DNA heldur en innri visarnir. Pessi PCR aodfero er kollud “nested” PCR.

Stadsetning innri visa sem notadir voru fékkst ar 4dur birtum greinum (Wiklund, Bramsen
og fl. 2011; Reinhold, Reimers og fl. 2007) en stadsetning ytri visanna var honnud med

Methprimer forriti (http://www.urogene.org/methprimer/). Hér fyrir nedan ma sja basaradir

hvers genasvaedis fyrir sig og haegt er ad sja magn CpG eyja i hverri r6d. Stadsetning ytri

visanna eru i greenu letri en innri visanna i raudu.
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miR203, 65 CpG eyjar:

GAAGTTCCCTTTGAAGTGAGAGGGGCTGGGGTGGGTGTGTCCAGCCCAGCCCCCACACCCACCG
GAGAGCTAGCGCGGCCCTGGGCTCCTGTCGGGCGCTGGTCCTCACCTGTTCCGGCCACCCTGGG
CCTCGACCCGGCCAAGGTGGAGCCCCGGGCCCTCCGTGCGCCCGAGCACCCCCGGCCCAGACG
AGACGGTTCGGGCGTGGCCCGGCGGGGACCCAGAACCCGGGAGGCCAGGTGCGCCCAGGCCAG
GCGCTGGAGGCTGGGGCGCCGGATGGGGCGGGGCGGCCGCTGAGTCAGGGCCACCCCCGLCGCG
GGCGCGCGGAGCAGGTCCCCGGGCCGTGGAGGATCAGTCGCGGGACCTATGGGCCCGGGAGCC
GCCCCGCCCGGAAAAACCGGTCGGGCCAGCGCGGCGCGGGCACATTCCGGCGCCGGGAAGGGC
GGCTGCGCCGCATAAAAGGCGCCGCCGCGCTGGCCACCGCCGCTCGGAGCTCAGCCGCCCTGL
CACGCGGGGCCCGCGGGACGAGGGGACGCCGGGGCCAGCGAGGACGLCGGLGAEAGECTEGEGCTT
GGCGGCTGGGATCCCCCAGCGCCAGGCGAGGGCGTCTAAGGCGTCCGGTACGGCGTCGGGGCC
GGGTGGCTGCAGCAGGGCAGGGGGTGCGCGACCAGCGGGGATCTGGGCGCAGGGGCCGGTCCC
CGGGATCCGCAGGCGACGCGGGCGGTCCCAAGGGCAGTCGGGGGCTCCTCTCTCCGCAGCTCGG
CGAACCGACGGTGTTGGGGACTCGCGCGCTGGGTCCAGTGGTTCTTAACAG

E-cadherin, 15 CpG eyjar:

TCCAGCTTGGGTGAAAGAGTGAGACCCCATCTCCAAAACGAACAAACAAAAAATCCCAAAAAA
CAAAAGAACTCAGCCAAGTGTAAAAGCCCTTTCTGATCCCAGGTCTTAGTG[AGCCACCGGCGG
GGCTGGGATTCGAACCCAGTGGAATCAGAACCGTGCAGGTCCCATAACCCACCTAGACCCTAG
CAACTCCAGGCTAGAGGGTCACCGCGTCTATGCGAGGCCGGGTGGGCGGGCCGTCAGCTCCGC
CCTGGGGAGGGGTCCGCGCTGCTGATTGGCTGTGGCCGGCAGGTGAACCCTCAGCCAATCAGC
GGTACGGGGGGCGGTGCCTCCGGGGCTCACCTGGCTGCAGCCACGCACCCCCTCTCAGTGGCGT
CGGAACTGCAAAGCACCTGTGAGCTTGCGGAAGTCAGTTCAGACTCCAGCCCGCTCCAGCCCGG
CCCGACCCGACCGCACCCGGCAGCCTGCCCTCGCTCGGCGTCCCCGGLCAGCCATGGGCCCTTGG
AGCCGCAGC

miR200bal, 17 CpG eyjar:

GGCCCCACAGAAGCCTTCCCATCCTGGCTTTTGTTCAACCTCGGTGGGCGGCAAGGTGGGGGCG

GGACGGAGTCTGCGGGGCCTGCGGGGCCCGGGCCTGCGTCACCGTCACTGGCCCGLCTCLCCGLCC
CGGCCTATGGGAGCCCAGGGGACACACCTGTCGGGGGCCAGGAGCGGAGATTGGCCAGCGGGA
GCTCGCACCTGTGTGGGGCGGGGAGCACTGCTCCTTGTAAGGCGAGCCCCCGCCGAGCCGGCTC
TTCCCTCCCGAGGCCCCCACCTCGCCACCGCCTCCCATTGTCCCGTCGCCCTCGAAACTCTCCCA

GAGACGGGCGAGTTGTCCACCTGTGCAGGTCTGAACTGACTTCCTGTGCCAGGGCCTCGCCTGA

GCGGGGGCAGGAAGCTCACCCTTGCAGG
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miR200ba2, 17 CpG eyjar:

GACGCAGAGGGAAGAACCTGAGTGCCCGCCAGGCCGAGCTCCGCACCCCACCCCCCGGCAGCC
TCTGACTCCCGGCTCGGCTCCCGCGGTCGGGGAGGGTTGGATTTCACACTTTGTTCTCGAGGCC
GCACCATTGATTAAGCCCGTCGGGCAGGTTAACCAACAAGTTAGGTTTTCACGCCGGGATCACA
TTCCTCGCCGGGCGCTCCCACCCCACCCCAGCCTGTGCAGGTGGGACCCGGCCAGGCAGGCGGG
CAGGGCGGCCAGGTGCGCCGAGGGGCGCCTCCACGGGGAGTGTGCTCCGCAGAGAACCCCTTG
CTGGGGCGGCTCTGGGCCTCCTGACTCACTCCTGGATTTTCCCAAGCTGAGTCTGGCCCCGCGGT
GATGATTAACCCAACACCTCAACCGG

miR205, 8 CpG eyjar:

CACTGTCTGTCTGTGCAGCAGGTGCAAGGACGTGTTGAACTAGCTCTCTGCAGCCTCCTTGGAG
GATGTGATCCTATGGGAGGGGTAGGAGTATTCAGGTCCTTGACATCTCCCAAATGTGTGATTCC
GGGATGCCAAAGGCCTTTGGCCAGGTAATGCAGTGTCTACAGGCTGAGGTTGACATGCATCCCC
ACCCTCTGAGAAAAAGATCCTCAGACAATCCATGTGCTTCTCTTGTCCTTCATTCCACCGGAGTC
TGTCTCATACCCAACCAGATTTCAGTGGAGTGAAGTTCAGGAGGCATGGAGCTGACAACCATGA
GGCCTCGGCAGCCACCGCCACCACCGCCGCCGCCACCACCGTAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGC
AGCAGCAGCAGCAGCAGCAAGAGTAACTCTGACTTAGGAATAGAGACAGCCAGAGAGAAATG
TGATCAATGAAGGAGACATCTGGAGTG]TGCGTGCTTCTTCAGAGGGACGGGTGATGGGCAGAT
TGGAAAAAGCACCGCAGATGGGAACCTTAATCTTTCTT

miR200c, 16 CpG eyjar:

GCACCCACTCTCTGGGGGCAGGTGGGCCCGGTGACAGGTAAAGGCCACCAGGGGAGAGGTCCT
GGGCTGAGCTTGGGACTGCAGAGGGGGGATGAGGGTGGGTAAATCGGTGTGTGTCGCGGGTCG
GGAAAGGCTGCCGGGGGTAGGGGAAGGTGGCTCAGAGGCGGCGGGCCGACGGTCGAGGGGCT
TCGGAGGGCCTGCTTGGACTGCAACCTGGGCCTCGTGATCAGCGACCCAGGGTGTGGCTGGTGG
CGGGCAGCAGGGCTCACCAGGAAGTGTCCCCAGGGACTCGGGTGGTGGGGGGATGGGAGCCAG
GGATCTGCAGCTTTTCCGCAGGGATCCTGGGCCTGAAGCTGCCTGACCCAAGGTGGGCGGGCTG
GGCGGGGGCCCTCGTCTTACCCAGCAGTGTTTGGGTGCGGTTGGGAGTCTCTAATACTGCCGGG
TAATGATGGAGGCCCCTGTCCCTGTG
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Ytri hvorf fyrir PCR voru fyrst undirbtin. PCR blondur fyrir miRNA svadin voru blinar
til, sja toflu 2. Hvert miRNA sveadi er med mismunandi blondu pvi ekki eru somu visarnir
notadir i bléndunum. Oll framkvaemdin for fram 4 is par sem hitastig getur m.a. haft ahrif 4
visa og DNA. Pegar blandan var tilbtin var hun sett i PCR glos en par var buid ad setja
DNA fré hverju syni. Farid var med PCR glosin 1 PCR tekid til pess ad magna butana upp.
Mismunandi hitaprogramm var notad fyrir svedin vegna mismunandi CG hlutfalls i
visunum. Oll hvérfin voru keyrd 4 grunn PCR hitaprogrammi, sja téflu 3, en svo voru
notud breytileg hitastig par sem visarnir bindast DNA, sja toflu 4. Eftir ad buid var ad
magna upp fyrir ytri hvorfin voru innri hvorfin mognud med PCR afurd fra ytri
hvorfunum. Sama PCR blanda var notud og synd er i toflu 2 en pa voru visar fyrir innri
hvorfin notadir. Lokaafurdir sem notadar voru afram i radgreiningu voru innri hvorfin (Taq

polymerasi, dNTP, dui og Mg®" eru fra Fermentas, visar fra TAG Copenhagen).

Tafla 2: PCR blanda fyrir ytri og innri hvorf.

Fyrst er blanda fyrir ytri hvorfin buin til og bisulferad DNA notad. Fyrir innri hvorfin er
hins vegar tekid 1pl fra ytri blondunni og blandad vid innri blonduna. Pessi blanda er fyrir
1 syni.

Efni pl fyrir eitt syni
Mg”" (25 mM) 5.00

H,0 14.88

10x Dui 2.50

Visar F+R (0.4 uM) 1.00

dNTP (10 mM) 0.50

TaqgPol (5 U/ml) 0.12

DNA 1.00

Heild 25.00
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Tafla 3: Oll synin voru keyrd 4 grunn PCR hitaprégrammi.

Breytilegt er vid hvada hitastig visarnir bindast vegna mismunandi CG hlutfalls. X stendur
fyrir breytileikann en lesa ma ar t6flu 4 hvada hitastig 4 ad vera fyrir hvert par af visum. |
skrefi 2 leekkar hitastigid um 0.5 1 hverjum hring pannig ad pad lekkar um 11°C alls.

Skref Hitastig [°C] Timi
1 95 5 min
95 30 sek
X 30 sek
2 22 hringir
og -0.5 1 hverjum hring
72 30 sek
94 30 sek
3 X 30 sek 20 hringir
72 30 sek
72 7 min
4
4 00
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Tafla 4: Bindihitastig visa fyrir hvert miRNA svaeoi.
Breytilegt er vid hvada hitastig visarnir bindast.
Ytri hvorf  Fyrri 22 hringir [°C]  Seinni 20 hringir [°C]

miR200abl 57 48
miR200ab2 57 48
miR200c 63 54
miR203 61 52
miR205 57 48
E-cadherin 61 52

Innri hvorf

miR200abl 61 52
miR200ab2 61 52
miR200c 58 49
miR203 63 54
miR205 57 48
E-cadherin 63 54

2.5 Rafdrattur i agardosahlaupi

Rafdrattur er adferd til ad adskilja protein eftir lengd, hledslu eda sterd og til ad adskilja
kjarnsyrur eftir lengd til pess ad akvarda sterd. Adferdin byggist & pvi ad hladnar agnir
feerast 1 att a0 andstaett hlodnu skauti i rafsvidi. Sameindirnar eru dregnar i gegnum
hlaupkennt efni sem myndar eins konar sigti eda net en pessi efni eru yfirleitt annad hvort
agardsi eda polyakrylamid. Ethidium bromid er beett i hlaupid til pess ad gera DNA
synilegt en pad binst inn & milli basapara i DNA helix. begar buid er ad rafdraga ma greina

DNA butana med utfjolublau 1j6si, en peir mynda eins konar bond.
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Buid var til 2% agarosahlaup med pvi ad blanda 1 g af agar og 50 mL af 0.5xTBE dua
(Tris/Borate/EDTA). Styrkur hlaupsins var valinn eftir sterd DNA buatanna sem voru
rafdregnir. Lausnin var hitud i 6rbylgjuofni i 2 min og l4tin sjoda til ad losna vid kristalla.
Lausnin var kald, 3 pl af ethidium brémid var baett Gt 1 og blandad saman vid. Blondunni
var hellt i mét med greidu og latin storkna. Hlaupid var feert yfir i rafdrattarteeki, par sem
greidan var tekin Ur hlaupinu og syni sett i brunna. Einnig var 1 kb stigi settur til
vidmidunar (Fermentas). Rafdrattur var settur af stad vid 60V spennu i 45 min. DNA sem
er minus hladid dregst ad plus hladna skautinu. Til ad lesa Ur hlaupinu var pad sett undir

UV-1j6s pannig ad bondin saust.

2.6 Radgreining

Til ad greina ro0 basa i erfoaefninu er notud adferd sem er kollud radgreining. Radgreining
byggist a pvi ad eftirmynda DNA. betta er ekki eins og gert er i PCR adferdinni heldur eru
notud venjuleg kirni dsamt dideoxy kirnum sem eru fliormerkt pannig ad eftirmyndunin
stoppi alltaf pegar fluormerkt kirni tengist peettinum. Dideoxy kirni hafa —H 1 stadin fyrir —
OH a pridja kolefni sykrunnar en pad veldur pvi ad pdlymerasinn getur ekki tengst og
eftirmyndun stodvast. Hvert dideoxy kirni hefur sinn fliormerktan lit. Fliormerkingin
synir & hvada kirni eftirmyndunin stodvast. Ad lokum fast allar mégulegar styttri tgafur af
butnum vegna pess ad dANTP er sett inn & tilviljanakenndum stodum. Radgreiningar
hvarfio fer fram i PCR wv¢l. Til a0 lesa ur radgreiningunni er notadur radgreinir.
Radgreinirinn virkar pannig ad harpipur sem eru med leysigeisla a endanum draga syni upp
i sig og rafdraga pad i pipunum. Takid nemur hvada fliormerkti hdépur er nastur i r6dinni
pegar synid fer fram hja leysigeislanum. Pannig skilar tekid frd sér kirnarddinni dsamt

grafiskri mynd.

ExoSAP blanda var gerd en blandan hreinsar PCR afurdir fyrir t.d. radgreiningu. Blandan
inniheldur Exonukleasa 1 og Shrimp alkaline phosphatasa, SAP (Fermentas).
Exoénukleasinn brytur nidur visa en SAP fjarlegir ANTP.
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Um 2 pl af afurdum ur innra hvarfi PCR voru medhdndladir med ExoSAP blondu, sjé t6flu
5. 6 ul af blondu var blandad saman vid PCR afurdirnar og keyrt 4 PCR hitaprogrammi, sja
t6flu 6. I hitaprogramminu er ExoSAP blandan latin blandast vid afurdina i 37°C en sidan

er blandan gerd ovirk 1 72°C en petta kemur 1 veg fyrir ad eitthvad af syni geti tapast.

Tafla 5: ExoSAP blanda.
Blandan undirbyr synin fyrir radgreiningu.

Efni ul
H,0 5.98
10x SAP dui 0.80

Exontukleasi 1 (20 U/ul)  0.02

SAP (1 U/ul) 0.20

Heild 6.00

Tafla 6: Hitaprogramm fyrir ExoSAP hvarf.
V10 37°C er ensimid i ddanum virkt en vid 72°C er pad gert ovirkt.

Hitastig[°C] Timi [min]

37 60
72 15
4 00

Eftir ExoSAP keyrsluna var radgreiningar blanda buin til, sja t6flu 7. Notast var vid
radgreiningar blondu sem innihélt m.a. visa, ddH,O og fldormerkt kirni (BDT mix fra
Applied Biosystems). 1.5 pl af ExoSAP afurd var blandad saman vid 8.5 pl af

radgreiningarblondunni og keyrt 4 hitaprogrammi, sja toflu 8, i PCR taeki.

23



Tafla 7: Radgreiningarblanda.
BDT stendur fyrir big dye terminator. Naudsynlegt er ad blanda ExoSAP lausn vid
radgreiningarblonduna til pess ad {4 nidurstodur Ur radgreiningartaeki.

Efni ul

PCR reaction 1.50
5xBDT dui 2.00
Visar (0.4 uM) 0.25
BDT mix 1.00

dH,O 5.25

Tafla 8: Hitaprogramm fyrir radgreiningu.
DNA er magnad upp pannig ad eftirmyndun stodvast alltaf & dideoxid kirnum og pannig
ma greina basar6d DNA butsins.

Skref Hitastig[°C] Timi [sek]

1 95 60
95 10

2 55 5 25 hringir
60 240

3 4 00

15 pl af 42 mM EDTA var batt i PCR glosin og pad allt sett saman i eppendort glos,
samtals 25 pl. 62 ul af 96% ethanoli var beett Ut i, vortexad og sett i 30 minttur 1 skilvindu
vid 3500 g. Ethandlinu var sidan hellt af og batt var 120 ul af 70% ethanoli og petta var
sett 1 skilvindu 1 15 minGtur vid 3500 g. Ethandlinu var hellt af og gldsin purrkud. begar
allt ethan6lid var gufad upp voru synin leyst upp i 15 pl af formamidi 4dur en pau voru sett
i radgreiningartekid. Einnig voru synin faerd yfir i radgreiningarglos. Til ad lesa ur

radgreiningunni var notad forritid CodonCode Aligner.
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3. Niourstoour

3.1 D492E1 frumur eru teningslaga en D492M1 og D492M2 frumur eru ilangar

Med smasja var hagt ad sja hversu vel frumurnar uxu og l6gun peirra. Frumurnar uxu vel 4
ati og pa sérstaklega D492M2 en par voru frumurnar ordnar frekar péttar eins og sja ma a
mynd 5. Erfitt er ad sja 16gun frumanna en D492M1 og D492M2 voru ilangar (spindle-
like) en D492E1 var teningslaga. Frumuraktunin stadfesti svipgerd frumanna og pvi var

hagt ad halda afram og einangra DNA ur frumunum.

Mynd 5: Smasjarmyndir stadfesta a0 D492E1 frumur eru teningslaga en D492M1 og
D492M2 frumur eru ilangar.

D492M2 frumurnar uxu heldur mikid pannig ad erfitt er ad sja 16gun peirra & myndinni
sjalfri. En greinilegur munur er 4 16gun milli D492M1 og D492E1 par sem D492E1 er med
teningslaga 16gun en D492M1 er med ilanga l6gun.
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3.2 Mognun tokst fyrir genasvadin miR200c, miR200bal, miR200ba2, miR205 og
miR203

DNA var hreinsad og magn pess malt 1 ljésgleypnimali 4dur en reynt var ad magna pad

upp. I t6flu 9 er magn hreinsads DNA synt.

Tafla 9: Magn hreinsads DNA.
OD segir til um hreinleika DNA en hreint DNA hefur hlutfall Ayeons0 = 1.8. Ef hlutfallid
veeri legra en 1.8 pa veert DNA mengad af proteinum.

Syni ng/pl OD (A260/280)
D492M1 194.2 1.94
D492M2 1834.2 1.97
D492E1 2714 1.94

bad gekk mjog erfidlega ad magna upp miRNA genasvadi i bisulfid medhondludu DNA.
upphafi var PCR mognun adeins framkvemd a bisulfio-DNA ar D492M1, D492M?2 og
D492E1 en sidar var bistlfio-DNA ur upprunalegu linunum D492 og D492M einnig
magnad. Einnig voru tvo syni notud til vidmidunar en annad var vatnssyni en hitt var 5aza
DNA en pad er DNA sem hefur verid medhdndlad med 5aza (5-azacytidin) en pad tekur
alla methyleringu af. Engin bond @ttu ad koma fyrir vatnssynid og Saza DNA. Fyrst tokst
einungis ad magna upp buta fyrir miR205 genasvadid med adferdinni sem lyst var i
aoferdafredikaflanum en adferdin var endurtekin og pa fengust bond fyrir miR200bal og
miR200ba2, sja mynd 6.
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Mynd 6: Mognun tokst 4 miR205 og miR200ba2 genasvaeounum.

Bond fengust fyrir miR205, miR200bal og miR200ba2. [ hinum synunum sjast adeins
visar.

Til ad magna upp DNA fyrir miR203, miR200c og E-cadherin var mismunandi blanda af
PCR blondu préfud. Fyrir miR200c var magnesium styrk breytt og DNA var pynnt, sja
toflu 10, en engin bond birtust, mynd 7.

Tafla 10: Magnesium styrk breytt.
Lausnir A-E syna hvernig styrk magnesiums var breytt.

Efni ul fyrir eitt syni | Lausn A Lausn B Lausn C  Lausn D Lausn E
Mg™ (25 mM) 5.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00
H»0 14.88 16.88 15.88 14.88 13.88 12.88
10x dai an Mg 2.50 2.50 2.50 2.50 2.50 2.50
PrimF+R (0.4 uM)  1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
dNTP (10 mM) 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50
TaqPol (5 U/ul) 0.13 0.13 0.13 0.13 0.13 0.13
DNA 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
Heild 25.00 25.00 25.00 25.00 25.00 25.00
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Opynnt DNA Pynnt DNA

Stigi |[HO M1 M2 E1 5aza|Stigi |[HO M1 M2 E1 5aza

l

b -

Mynd 7: Mognun tékst ekki fyrir miR200c¢ genasvadio eftir ad magnesium styrk var
breytt.

bad var rafdregid fyrir baedi pynnt og 6pynnt DNA Gr D492MI1 en pynnta DNA-10 var
blandad 50/50 vid vatn.

betta var einnig gert fyrir E-cadherin og miR203, sj4d mynd 8, en par komu heldur engin

bond fram.

Opynnt DNA Pynnt DNA

StigiH,O M1 M2 E1 5aza HO M1 M2 E1 5a27

& &

- .

Stigi

b

Mynd 8: Mégnun tokst ekki fyrir miR203 genasvadid eftir ad magnesium styrk var
breytt.

Rafdregid var fyrir pynnt og 6pynnt DNA Ur D492M?2. Pynnta DNA-10 var blandad 50/50
vid vatn.
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Profadar voru nyjar lausnir fyrir PCR blondunina, blandadir nyir visar, DNA fyrir innra
PCR pynnt en engin bond birtust fyrir pessi prji svaedi sem atti eftir a0 magna upp.
Hitaprogrammid fyrir E-cadherin og miR203 var breytt og profad var ad keyra miR203
ytra hvarfid pannig ad fyrri 22 hringirnir byrjudu i 53°C en seinni 20 hringirnir veru i
50°C. Ytra hvarfid fyrir E-cadherin byrjadi i 55°C 1 fyrri 22 hringjunum en var laekkad i
50°C 1 seinni 20 hringjunum. Innra hvarfid fyrir miR203 og E-cadherin var keyrt & sama

hitaprogrammi og a4dur en an arangurs.

Neast var profad ad taka 61l synin fyrir 611 miRNA genasvadin og reynt ad magna upp. Ny
PCR blanda var biin til, sja t6flu 11, par sem notadur var 10x dui med Mg®" og Taq
polymerasanum var blandad 50/50 vid Dream Taq polymerasa (Fermentas). Par sem litid
var eftir af bisulfio-DNA voru einungis notadir 0.5 pl. Gerd var eins blanda fyrir innri

hvorfin nema ad 1 pl fra ytra hvarfinu var notadur i stad DNA.

Tafla 11: Ny PCR blanda fyrir ytri hvorf PCR.
bad var einungis notadir 0.5 pl af DNA vegna pess hve litid var eftir.

Efni ul

MgCl, (25 mM) 1.0
H,0 5.8
Dui 10x med Mg 1.0
Visar F+R (0.4 uM) 0.6
dNTP (10 mM) 1.0

TaqPol (5 U/ul)+ Dream Taqgpol (5 U/ul) 0.1

DNA 0.5

Heild 10.0
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Tafla 12: Ny PCR blanda fyrir innri hvorf PCR.
bynnt var ytri blonduna med 20 pl af vatni og sidan var tekid 1 pl af DNA ur ytri
blondunni fyrir innri blénduna.

Efni ul
MgCl, (25 mM) 1.3
H,0 7.3
Dui 10x med Mg 1.3
Visar F+R (0.4 uM) 0.7
dNTP (10 mM) 1.3
TaqPol (5 U/ul) + Dream Taq pol (5 U/ul) 0.1
DNA 1.0
Heild 13.0

Grunnhitaprogramminu var einnig breytt, sja toflu 13, par var fyrri hringjum faekkad ur 22
i 20. Auk pess voru gerdar lagferingar 4 tima hvers skrefs i programminu. Oll synin voru

keyrd a sama hitaprogramminu.
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Tafla 13: Nytt hita programm fyrir mégnun.
Oll svadin voru keyrd 4 sama préogrammi. Feekkad var tr 22 hringjum 1 20 hringi pannig
a0 hitastigio lekkar adeins um 10°C. Programmid keyrt baedi fyrir ytri og innri hvorf.

Skref  Hitastig [°C] Timi [sek]

1 95 60
95 15
60 15
2 20 hringir
og -0.5°C 1 hverjum hring
72 30
95 15
3 50 15 20 hringir
72 30
72 420
4
4 00

Loksins fengust bond eftir rafdratt, sjd mynd 9. Mdgnun tokst fyrir miR200c og svadin 3
sem pegar hofou verid mognud upp. Ad visu atti eftir ad magna upp D492 og D492M
pannig ad mdégnun fyrir miR205, miR200bal og miR200ba2 var lokid. miR200c mégnunin
var ekki alveg fullkomin par sem dauf bond birtust fyrir D492M2 og D492E1 en seinna
kom 1 1j6s a0 ekki var hagt ad radgreina bondin. Einnig atti eftir a0 na ad magna DNA

fyrir E-cadherin og miR203 en 1itid DNA var eftir.
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miR205 miR200bat miR200ba2 miR203

Stigi M1 M2 E1 D42 M M1 M2 E1 D42 M M1 M2 E1 D42 M M1 M2 E1 D492

5- o e

e e 0 e e e b3
miR200c E-cad
Stigi M M1 M2 =] D492 M M1 M2 E1 D492 M
\ :
- - b

Mynd 9: Mégnun tokst fyrir genasvaedin miR200c, miR205, miRbal og miRba2.

A myndinni vantar D492M2 fyrir beedi miR205 og miR200ba2 en pad hafdi adur verid
magnad svo pad kom ekki ad sok. Hja miR203 virdist D492M hafa n4d einhverri mégnun
en bandid var of dauft fyrir radgreiningu. Annars sjast adeins visar hja miR203 pannig ad
binding visa vid DNA hefur ekki tekist. Engin bond né visar sjast hja E-cadherin.

Aftur var profad nytt hitaprogramm, tafla 14, en somu blondur og syndar voru i t6flum 2
og 3 voru notadar. Hitaprogrammid var ndnast eins og i toflu 13 nema hitastigi par sem
binding visa 4 sér stad var breytt. OIl synin fyrir hvert svadi voru keyrd 4 nyja

programminu (tafla 14).
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Tafla 14: Hitastigi par sem binding visa fer fram breytt.

betta er ndnast sama tafla og tafla 13 nema ad hitastigi par sem visar bindast er breytt.
Einnig er breytt lekkunin 4 hitastiginu en hitastigid leekkar adeins um 0.4°C i hverjum
hring.

Skref  Hitastig [°C] Timi [sek]

1 95 60
95 15
63 15
2 20 hringir
og -0.4°C 1 hverjum hring
72 30
95 15
3 55 15 20 hringir
72 30
72 420
4
4 00

Mognunin tokst alls ekki og squst einungis visar fyrir miR203 1 gelinu.

Mognun fyrir miR200c, E-cadherin og miR203 var aftur gerd med svipadri PCR blondu og
i toflu 11 nema minna var af visum en meira af pdlymerasa og vatni. bessi blanda var
notud badi fyrir innri og ytri hvorf. PCR hitapréogrammid var adeins breytt fra toflu 4 en
ytri hvorfin voru keyrd 4 61°C 1 fyrri 20 hringjunum og 52°C i seinni 20. Innri hvorfin

voru keyrd a 63°C 1 fyrri 20 en 54°C 1 seinni 20 hringjunum. Engin bond myndudust.

Neast var reynt ad profa PCR blondu sem fékkst fra DeCode, sja toflu 15. [ toflu 16 sést
hvernig loka PCR blandan var undirbuin. Pynna purfti D492M2, D492 og D492M med
vatni. Pad var u.p.b. 1 pl eftir i D492M2 og D492M en nanast ekkert i D492.
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Tafla 15: DeCode blanda.
bad er sérstaklega erfitt ad magna upp CG rik svedi og miR203 er med morg slik svaoi.
Blandan inniheldur m.a dimethyl stlfoxid og betaine en pau rifa i sundur DNA pannig ad
audveldara verdur ad magna upp genasvadin.

Efni ml

Taq dui (med (NH4)2SO4) 1.000

MgCl, (250 mM) 0.992
Betaine (5 M) 1.260
dNTP (2 mM) 1.000
Dimethyl sulfoxio 0.500
Taq polymerasi (5 U/pl) 0.141
Heild 4.893

Tafla 16: PCR blanda med DeCode blondu.
[ blondunni frd DeCode er polymerasi, ANTP o.fl. (sbr. Tafla 15).

Efni ul
H,O 9
DeCode blanda 8

Visar F+R (0.4 uM) 2

DNA 1

Heild 20

Syni fyrir E-cadherin og miR203 voru blondud med pessari blondu og keyrd a grunn PCR
hitaprogrammi, tafla 3 Fyrri 22 hringirnir voru keyrdir 4 61°C en peir seinni 4 52°C. Sama
blanda var notud fyrir innri hvorfin og pau voru einnig keyrd 4 grunn PCR prégramminu

nema vid 63°C 1 fyrri 22 hringjunum og 54°C 1 seinni 20 hringjunum.

Loksins tokst mognun fyrir miR203. Bond fyrir D492M1, D492M?2 og D492M birtust, sja

mynd 10. Einungis sjast visar hja E-cadherin.
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E-cad miR203

Stigi M1 M2 E1 D492 M M1 M2 E1 D492 M
; ol i e

Mynd 10: Mognun tokst fyrir D492M1, D492M2 og D492M fyrir miR203 genasvzdio.
Mognun tokst fyrir D492M 1, D492M?2 og D492M. Liklegast er a0 mognun fyrir D492 hafi
ekki tekist vegna pess a0 DNA var nanast bid. Hja E-cadherin eru engin bond heldur
adeins visar. DMSO veldur pvi ad bondin verda rosalega upplyst.

Sama adferd var notud til ad magna miR200c hja D492M2 og D492E1, nema hitastigi var
adeins breytt. Keyrt var 4 grunn PCR prégrammi en ytra hvarfid var keyrt vid 63°C 1 fyrri
22 hringjunum en 54°C i seinni 20. { innra hvarfinu var keyrt vid 58°C i fyrri 22

hringjunum en vid 49°C 1 seinni 20. Mdgnunin tokst og ma sja greinileg bond a mynd 11.

miR200c

Stigi | M2 E1

Mynd 11: Mognun tokst fyrir D492M2 og D492E1 fyrir miR200c genasvzdio.
Bondin likjast visum 1 fyrstu en eru i raun DNA bond sem eru i kringum 300 basapor.
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3.3 Bandvefsfrumur virdast vera meira methyleradar en pekjufrumur i D492

brjostastofnfrumulinunni

Radgreiningin gekk agetlega fyrir sig. Einungis purfti ad gera eina breytingu fra
radgreiningaradferdinni en breyta purfti PCR hitaprogramminu, sja toflu 3. Breytingin folst

i pvi ad hitastig fyrir bindingu visa var leekkad tr 55°C 1 50°C.

Heegt er ad fa nidurstodurnar & grafisku formi, sja mynd 12. bar sést basar6din fyrir hvert
svaedi i DNA. Kanna étti metyleringu 4 CpG eyjum. A mynd 13 sést ad hagt er ad fa
einfaldari nidurstodur fra radgreiningartaeki pannig ad hagt s¢ ad skoda methyleringuna

betur.
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ACATC[CCGARAATCAC!
310 320

Ay

ACATCCCGAAATCACR2
310 320

o

ACATCCCAARATCACHR
310 "

(Ul

ACATCCECGAAATCACR
310

ACATCCCAAAATCACA
310

LRGN

Mynd 12: CpG eyja i radgreiningu.

Hér sjast basaradir fyrir mismunandi frumulinur. Graena merkid yfir basana py0ir ad pad s¢
breyting & milli radanna, en pad passar par sem parna er CpG eyja sem er med mismunandi
methyleringarmynstur. Rauda linan taknar thymin, blaa er fyrir cytosin, svarta er fyrir
glanin og su graena er fyrir adenin.
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ACAT CIBEREGINNIAT C 2
310 320

75% metylering

- — — i —

ACATCCCGAAATCA
310 3

90% metylering

LN\ o oo

ACATCCCHENNATCA
310

30% metylering

A—AAAAI\_*

ACATCCECGAANATCA
310
70% metylering

Sl P — S -

ACATCCCAAAATCA
310

0% metylering

A a0 ISR 1B Sl ST A

Mynd 13: Tilkun a styrk methyleringar.

Hér sést CpG eyja sem er mismunandi methylerud eftir pvi & hvada syni er horft 4. Horft er
4 hlutfall 4 milli G (gaanin) og A (adenin) til ad meta methyleringuna. A nedstu myndinni
er t.d. engin methylering en 4 nast efstu myndinni er 90-100% methylering.

Nidurstodur r radgreiningu voru teknar saman og settar i kalulikan, sja mynd 14. A
genasvedunum miR203 og miR200bal er almennt ndnast engin methylering og orlitil
methylering er 4 miR200c genasvadinu. A miR200ba2 genasvaedinu er mikil methylering
og einnig er mikil methylering 4 miR205 genasvaedinu. Nanast enginn munur er a4
methyleringarmynstri milli frumulinanna & genasvedum miR203, miR200bal og
miR200ba2. Hins vegar ma sja mun 4 methyleringarmynstri hja frumulinunum 4 miR200c
og miR205 genasvedunum. Eins og sést 4 mynd 14, ma sja ad & genasvedi miR205 er
D492M 1 heild med meiri methyleringu en D492. D492M1 og D492M2 eru badar med
meiri methyleringu en D492 og minni methyleringu en D492M, og er D492M1 near
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D492M en D492M2 ner D492. D492E1 hefur heldur meiri methyleringu en D492. betta
getur passad vid ad skyringu 4 bealdri tjdningu miR205 tengist methyleringu og geaeti einnig
skyrt af hverju D492M hefur svo stoduga svipgerd.

A miR200c genasvadinu er D492M mikid methylerad en mun minni methylering er 4
D492 frumulinunni. D492M1 er adeins methylerad en engin methylering er a D492M?2 og
D492E1. bessi munur & methyleringu 4 genasvedi miR200c geti, svipad og ratt var um

fyrir miR205, einnig att patt i ad skyra af hverju D492M hefur svo stéduga svipgero.

miR205 miR200c Methylering
D492 e o 0.0 O S 0.0. 0-20 %
D492M TR SRR S SR S 21-40 %
D492M1 0.0 o.o.o.o.o 0.0 0.0.0. 41-60 %
D492M2 61-80 %
D492E1 81-100 %

O Radgreining tokst ekki

#CpGeyjar —anmw<wwor~® A witeaneEISTEe

miR200ba1 miR200ba2
D492
D492M
D492M1
D492M2
D492E1
#CpG eyjar rumtworon RENRILEE = g 16 Bl 5 Sl QFIe.0 =

miR203

Big%m,l R e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e S A S S S S S A R S
LS S S S S S S S S S S S S S S S S S S S SR S S S S S S S R S S S R R R R SRR R
D492M2

Mynd 14: D492M er yfirleitt meira methylerad en D492.
A myndinni sést ad pad er nanast engin methylering 4 miR200bal en hins vegar er mikil
methylering hja miR200ba2. Ef myndin er skodud vel pa sést ad D492M er i flestum
tilfellum alltaf meira methylerad en D492 sem par sem er nanast engin methylering nema i
miR200ba2. Einnig sést ad D492M1, D492M2 og D492E1 eru yfirleitt ekki eins
methylerud og D492M en samt meira methylerud en D492.

Ekki tokst ad magna E-cadherin upp og pvi eru engar nidurstodur um DNA methyleringu 4

pvi genasvaedi.
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4. Umraeour

[ pessari rannsokn hef ég kannad methyleringar & styrilsvaedum nokkurra miRNA gena tr
bjostastofnfrumulinum med bandvefs- eda pekjuvefssvipgerd. Tilgangurinn var ad kanna
hvort sviperfdabreytingar eins og methylering hafi dhrif & stjérnun pessara miRNA

genasvaeda 1 EMT.

Nylegar rannsoknir & Rannsoknarstofu 1 stofnfrumufraedum (Sigurdsson, Hilmarsdottir og
fl. 2011) syndu ad @dapel 6rvadi D492 stofnfrumulinuna til ad undirgangast EMT. EMT
ferlid var ekki afturkraeft eins og greindtta formgerdin sem ad einkennir pessa frumulinu.
nidurstodukafla (mynd 14) ma sja ad D492 pekjufrumulinan er yfirleitt minna methylerud
a4 peim svaedum sem ég rannsakadi en D492M. Sérstaklega sa ég ad methylering var
aberandi 1 CpG eyjum & stjornsvedum miR203 og miR200c. Petta gati bent til pess ad
methylering hafi hlutverki ad gegna i bealingu pessara tveggja stjorngena sem gegna
hlutverki 1 ad styra EMT. Pad var dhugavert ad D492M1 og D492M2, nylega einangradar
frumulinur og ekki jafn stodugar og D492M, eru med methyleringu sem liggur nokkud a
milli D492M og D492. Par sem betta eru frumulinur sem hafa ekki nad ad mynda stodugt
EMT pé kaemi petta heim og saman vid ad methylering gaeti skyrt stoougleika MET
umbreytingar i1 pessum frumulinum. Aukin methylering 4 styrilsvedum miR200
fjolskyldunnar bendir til ad poggun 4 pessum genasvaedum geti sagt til hversu stodug EMT
umbreytingin er i D492M. bekjuvefslinan D492E1 er lika nymyndud og 6stédug frumulina
en hin var adeins meira methylerud en D492. Mestur munur & methyleringu var hja
miR205 og miR200c genasvedunum en pau eru Oflug 1 ad vidhalda
pekjufrumueiginleikum. Frekari rannsoknir eru naudsynlegar til ad kanna stodugleika

pessara nyju undirlina af D492.

Ahugavert vari ad skoda methyleringu i fleiri frumulinum. bPar ma medal annars nefna
frumulinuna MDA-MB-231 sem hefur sterka EMT svipgerd (Sigurdsson, Hilmarsdottir og
fl. 2011). Einnig veri dhugavert ad skoda stjornsvaedi pessara miRNA gena i synum ur
brjostakrabbameinssjuklingum. Sérstaklega vaeri dhugavert ad skoda krabbamein af

undirgerdinni ,,basal-like* med tilliti til methyleringar & pessum svaedum en pessi @xli hafa
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oftar verid til stadar sem EMT breytingar en adrar undirgerdir brjostakrabbameina (Sarrio,

Rodriguez-Pinilla og fl. 2008).

Ef methylering er til stadar i brjostaeexlum 4 miRNA200 stjornsvedum veari dhugavert ad
kanna hvort hagt veri ad snua pessari svipgerd vid med lyfjum sem hafa ahrif &
methyleringar. Til eru lyf sem afmethylera DNA, t.d. 5-azacytadin en pad atmethylerar
almennt methylerud svaedi i erfdamenginu. 5-azacytidin er efnaliking af basanum cytdsin
og er helst notad i medferd gegn mergmisproskaheilkenni (myelodysplastic syndrome,
MDS) sem er afbrigdi af bradahvitbledi og einnig er verid ad proa pad sem lyt gegn 60rum
tegundum bradahvitbladis (Ziemba, Hayes og fl. 2011). Ahugarvert veeri ad kanna ahrif 5-
azacytidin & D492M b.e. hvort bandvefsfrumurnar gaetu ordid aftur ad pekjuvefsfrumum en
pa myndi t.d. tjaning & N-cadherin kennipréteini minnka og tjdning & E-cadherin

kenniproteini myndi aukast.

Ef pad tekst ad snua vio EMT svipgerd med sliku lyfi geti pad vakid spurningar um hvort
5-azacytidin hefdi kliniska pydingu i medferd brjostakrabbameinssjiklinga, sérstaklega
peirra med basal-lika svipgerd. 5-Azacytidin er m.a. i kliniskum rannsoknum i ymsum
krabbameinum en pd ber ad hafa i huga ad petta lyf er ekki sérhaft og getur pvi

afmethylerad 6nnur svaedi i genamenginu sem gati haft slemar afleidingar.

Nidurstodur rannsoknarinnar syna ad methylering 4 styrilsvedum miR200c og miR205
eykst 1 frumum sem hafa farid i gegnum EMT. Einnig gefa par til kynna ad methyleringin
s¢ minni i frumum sem nylega hafa undirgengist EMT, par sem bandvefsumbreytingin
getur enn gengid til baka, en 1 D492M frumulinunni sem er med stoduga bandvefssvipgerd.
Frekari rannsoknir snta ad pvi ad stadfesta poggun a tjaningu miR200 fj6lskyldunnar i
D492M1 og D492M2 sem og ad skoda hvada ahrif yfirjaning miR200c hefur a svipgerd

hennar.
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