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AGRIP

Ahrif stokkbreytts EGF tyrosin kinasa vidtaka & voxt og

broskun lungnapekju i reekt

Lungnakrabbamein er ein helsta danarorsdék vegna krabbameina i heiminum.
Nylega hefur érvandi stokkbreytingum i tyrésin kinasa vidtakanum EGFR verid
lyst i lungnakrabbameinum og er amindsyrubreyting a lefsini i arginin i stédu
858 algengasta breytingin (L858R). Gefitinib er smasameind sem er tyrdsin
kinasa hemill og hindrar EGF vidtakann. peir sjuklingar sem eru med L858R

stokkbreytingu & EGF vidtakanum syna mikla svorun vid gefitinib.

Rannsoknir & hlutverki EGFR og L858R  stokkbreytingunni i
lungnapekjulaginu hafa fyrst og fremst beinst ad krabbameinspekjufrumulinum

og hafa paer rannsoknir verid gerdar i hefébundnum tvivioum raektunum.

VA10 er lungnapekjufrumulina med stofnfrumueiginleika sem getur vid réttar
frumuraektunaradstaedur myndad edlilega bekjuvefjagero, baedi
syndarlagskiptingu og greinoétta formgerd. Slik frumulina er mjog mikilveegt tél til
ad rannsaka edlilegan proska lungapekju og truflun & honum.

Markmid verkefnisins var ad kanna &hrif stokkbreytts EGF vidtaka, med
stokkbreytinguna L858R, & VA10 en vixlveira var notud vid innleidinguna.
Hegdun nyju frumulinunnar var borin saman vid edlilega VA10 frumulinu, baedi
hvad vardar starfreena hegdun i tviviori reektun og myndun greinéttrar

formgerdar i prividri reektun. Ahrif gefitinibs & frumulinurnar voru einnig kénnud.

I frumufjdlgunarprofi vex stokkbreytta frumulinan betur og hdn getur komid
sér audveldar undan sjalfstyroum frumudauda en VA10 frumulinan. Til ad
kanna ahrif stokkbreytta vidtakans a proskun i lungnapekju var gerd privio
reektun par sem ahrif & greinétta formgerd voru kénnud. Stokkbreytta frumulinan
myndar fleiri pyrpingar i prividri reektun og greinétta formgerdin einkennist af
fleiri og floknari utbungunum en i VA10. begar stokkbreytta frumulinan er
reektud med gefitinibi verdur mjog litill vOxtur og engin greinott formgerd
myndast, né heldur hja VA10. bad gefur til kynna ad EGF sé mikilveegt fyrir

myndun greinoéttrar formgerdar.



ABSTRACT

The effects of a mutated EGF tyrosine kinase receptor on

growth and differentiation of bronchial epithelial cells in vitro

Lung cancer is one of the main death causes of cancer in the world. Recently
mutations in the epidermal growth factor tyrosine kinase receptor (EGFR) have
been described and connected to carcinogenesis in the lungs. The most
common mutation is a missense mutation leading to a change of leucine to
arginine on codon 858 (L858R). Gefitinib is a small molecule tyrosine kinase
inhibitor that inhibits the EGFR and mutation L858R. Response to gefitinib is

enhanced in cancer patients that harbor the L858R mutation.

Researches on the role of EGFR and the L858R mutation have mostly been
on cancerous cell lines in monolayer cultures. VA10 is a bronchial epithelial cell
line with stem cell like properties. Under right conditions it can form both
pseudostratified epithelium and bronchioalveolar-like structures by undergoing
branching morphogenesis. This cell line is thus a potent tool to study the normal

development of the lung epithelium and abnormalities in lung development.

The aim of the study was to observe the effects of the L858R mutated EGFR
on the VA10 cell line after retroviral transduction using plasmids containing the
mutated (L858R) vector. Behavior and function of the new cell line was
compared to normal VA10 cells, both in monolayer and with regards to
branching morphogenesis. Effects of gefitinib on the cell line were also studied.

In cell proliferation assay the VA10 with mutated EGFR grows faster than
VA10 and it seems to be less prone to induction to apoptosis with camptothecin.
Cells were cultured in 3D culture to observe the effect of the mutated receptor
on branching morphogenesis of lung epithelium. The mutated cell line forms
more colonies than VA10 and the branching morphogenesis colonies form more
complex budding structures than VA10. When the mutant cell line or the control
lines were cultured with gefitinib in 3D cultures growth was inhibited and
branching morphogenesis was not seen. This indicates that EGF is important

for branching morphogenesis.
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LISTI YFIR SKAMMSTAFANIR

Akt Sambheiti yfir protein kinasa B (PKB)

ATP Adenosin 5* trifosfat

BEBM Berkjupekjufrumu grunnvaxtareaeti (e. Bronchial Epithelial Cell Basal Medium)
BEGM Berkjupekjufrumu vaxtaraeti (e. Bronchial Epithelial Cell Growth Medium)
BPE Nautaheiladinguls utdrattur (e. Bovine pituitary extract)

BSA Nautasermisalbimin (e. Bovine serum albumin)

CPT Kamptétesin (e. camptothecin)

DMEM Dukbecco's Modified Eagles Medium

DMSO Dimetyl sulfoxid (e. Dimethyl sulfoxide)

EBM-2 Innanpekju grunnaeti (e. Endothelial basal medium)

E-cad E-cadherin

EDTA Etylendiamintetraediksyra (e. Ethylenediaminetetraacetic acid)

(h)EGF (manna) Hudpekjuvaxtarpattur (e. (human) Epidermal growth factor)
EGFR Hudpekjuvaxtarpattaviotaki (e. Epidermal growth factor receptor)

EGM Innanpekju vaxtareeti (e. Endothelial growth medium)

EpCAM pekjufrumuvidlodunarsameind (e. Epithelial cell adhesion molecule)
FBS Kélfafésturssermi (e. Foetal bovine serum)

FDA Bandariska matveela- og lyfjastofnunin (e. Food and Drug Administration)
FGF Trefjakimfrumu vaxtarpattur (e. Fibroblast growth factor)

hEGF Human epidermal growth factor

hFGF-B Manna grunntrefjakimfrumu vaxtarpattur (e.human fibroblast growth

factor-basic)

HP Ha umsaningartala (e. High passage)

HUVECs AEdapelsfrumur (e. Human umbilical vein endothelial cells)

IF Métefnafldrljomandi (e. Immunofluorescence)

K14 Keratin 14 (e. cytokeratin 14)

Klst Klukkustundir

LAF Lagskipt loftflaedi (e. Laminar air flow)

LP Lag umsaningartala (e. Low passage)

MAPK Reesisvirkjadur prétein kinasi (e. Mitogen-activated protein kinase)
Min Minatur
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mTOR Markprétein rapamycin i spendyrum (e. mammalian target of rapamycin)

N-cad N-cadherin

NSC(LC) Ekki smafrumu (lungnakrabbamein) (e. Non small cell (lung cancer))
P/S 50 Ul/ml penisillin og 50 pg/ml streptomysin

PBS Fosfat buffer saltlausn (e. Phosphate buffer saline)

Pl Propidium Jogio

PI3K Fosfatidylindsitdl 3-kinasi (e. Phosphatidylinositol 3-kinase)

Puro Parémysin (e. puromycin)

Rs-IGF-1 Manna radbrigdis insulin likur vaxtarpattur (e. human recombinant

insulin-like growth factor)

RIPA buffer Préteinutfellingarbuffer (e. Radioimmunoprecipitation assay buffer)

(sja vidauka 1)

RPM Hringir a mindtu (e. Rotations per minute)

SCRU Rannséknarstofa i stofnfrumufraedum (e. Stem cell research unit)

Shh Sonic hedgehog homolog

TBS pribuffer saltlausn (e. Tris buffered saline)

TE buffer Tris(hydroyymetyl)aminédmetan og EDTA buffer (sj& vidauka 1)

TGFa/p Umbreytingarvaxtarpattur alfa/beta(e.Transforming growth factor alpha/beta)
Thy-1 Héstarkirtilsfrumu sérheefingarmaétefni ( e.Thymocyte differentiation antigenl)
TNFa AExlisdrapspéttur alfa (e. Tumor necrosis factor alpha)

VEGF FAEdapels vaxtarpattur (e. vascular endothelial growth factor)
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1. INNGANGUR

Rannsdknir & lungum manna in vivo eru takmarkadar vegna adferdarfreedilegra
og siofreedilegra vandamala og pvi eru frumuraektanir & frumum Ur likamanum
notadar til rannsokna. bessar frumur hafa reynst gagnlegar til ad skoda bolgur i
ondunarveginum, sérhaefingu frumna og aexlismyndun (Gruenert, Finkbeiner, &
Widdicombe, 1995; Halldorsson og fl., 2007). Helsti kostur pessara adferda er
ad frumurnar eru med sému einkenni og vefurinn sem paer koma fra. Okostirnir
eru hins vegar ad takmarkadur adgangur er ad vefjasynum og ekki er haegt ad
halda frumunum lengi i raekt. Einnig skortir ad hefdbundnar reektunaradferdir
geti likt vel eftir vefjagerd lungnanna. Vefir eru einnig mismunandi a milli manna
og pvi geta frumurnar haft mismunandi eiginleika, pratt fyrir ad vera ar sému
gerd af vef (Fridriksdottir, Villadsen, Gudjonsson, & Petersen, 2005). Til ad atta
sig betur & viofangsefninu er mikilveegt ad gera sér grein fyrir hversu
margslungid liffeeri lungun eru, hverjar helstu frumur peirra eru, sérhaefing peirra

og hvad getur farid arskeidis pegar starfsemi peirra raskast.

1.1 Lungun

1.1.1 Uppbygging
lungnanna

H=gri - ‘ .
Lungun koma sdrefni (r  'weemaberka e Barki
; . . H=gri oy
andramsloftinu til frumna  lungnablss i
] ] . - = Vinstri
likamans med pvi ad sja e e
um loftskipti surefnis og , S 4 e Berkja
kOltVisyringS. ,. ¢ _? % <‘\ = : Berkjungur
Uppbyggingu lungnanna o it R .
T e 0 ;‘-\ lungnablad
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prjd. Lungun eru gerd ur svampkenndum vef og eru ad mestu samsett ar
drsmaum loftfylltum holrymum. Lungun eru ad yfirbordsflatarméli 130 fermetrar
og petta yfirbord pekur um pad bil fjiégurra til fimm litra holrymi samanlagt. Pessi
holrymi eru samsett ar 300 milljon einstokum lungnablédrum og peim tengjast
yfir 130 pusund endaberkjungar. Barkinn er adal loftvegurinn adur en
loftvegurinn  skiptist upp, en hann er brjoskkennd pipa vid neerenda
loftskiptavegarins. Hann greinist i berkjur sem eru med svipada uppbyggingu en
prengjast svo og greinast i berkjunga. Berkjungar enda svo i fjarenda
ondunarvegarins par sem lungnablddrurnar eru, en par fara loftskiptin fram
(Bejan, 2000; Beronja & Fuchs, 2011; Martini, Timmons, & Tallitsch, 2008;
Mauroy, Filoche, Weibel, & Sapoval, 2004; Silverthorn, 2007; Weibel, 2000).

Loftvegir spendyra eru paktir sérhaefoum frumum sem gegna mikilveegu
hlutverki vid ad vidhalda samveegi i likamanum. beer stjérna medal annars
vokvamagni i lungunum, efnaskiptum og koma i veg fyrir ad 6viokomandi efnum
sé andad nidur i 6bndunarveginn. beer virkja einnig boélgufrumur ef averki verdur
og stjorna virkni sléttu vodvanna i ©Ondunarveginum med pvi ad seyta

bodefnum.

Utpekja er vefur sem pekur 6ll yfirbord likamans og hol og myndar kirtla. Han
er sa stadur sem fyrstur kemst i snertingu vid utanadkomandi efni sem geetu
valdid bolgu eda annarri 6rvun (Knight & Holgate, 2003). Ad minnsta kosti atta
formfraedilegar gerdir pekjufrumna eru til stadar i 6ndunarvegi mannsins og er
haegt ad skipta peim i prja meginflokka: Grunn-, bifhara- og seytunarfrumur
(Spina, 1998).

1.2 Ppekjufrumur (e. epithelial cells)

Oll liffeeri likamans eru byggd upp & adeins fijorum gerdum af frumuvef:
bekjuvef, bandvef, vodvavef og taugavef. Hver vefjagerd hefur sina formgerd,
einkenni og virkni. Vefir eru pyrpingar eda héopar af frumum sem framkvaema eitt
eda fleiri sérhaefd verk og mismunandi frumugerdir geta unnid saman ad
akvedinni virkni. Skipulagdar frumupyrpingar sem virka & akvedinn hatt eru

kalladar vefir. begar sagt er ad fruma sé grunnvirknieining likamans er pad i



rauninni ekki rétt, pvi pad eru miklu frekar vefirnir. Frumur i vefjum hafa
samskipti sin & milli i gegnum frumutengingar, frumuhimnuvidtaka og festingar a
milli frumna. Pad gerir peim kleift ad vinna saman sem ein heild (Ross &
Pawlina, 2006).

Utpekjan einkennist af péttri frumulagskiptingu og er sjaldan umkringd 68rum
frumum eda vefjum. Pekjufrumur, hvort sem paer eru i einlagi, pekjulagi eda
syndarpekjulagi, eru alltaf samliggjandi (sja mynd 2). Ad auki eru peer oftast
tengdar med sérstokum frumutengjum sem bua til proskuld a milli yfirbordsins
og neerliggjandi bandvefs. Bilid a milli pekjufrumnanna er mjog litid og pad eru
adeins tengin a milli frumnanna sem mynda nokkurs konar skipulag i pekjuna
(Ross & Pawlina, 2006).
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Mynd 2: Skyringarmynd & mismunandi gerdum pekjulags. A) Einpekjulag.
B) bekjulag. C) Syndarpekjulag (adlégud mynd fra Histology Guide, 2012).

Yfirbord er einkenni ytra bords likamans, einnig ytra bord liffeera en Utpekja
pekur 6ll hol i likamanum, i pipum og i rdsum, baedi peirra sem eru i
samskiptum vid ytra bord likamans og pau sem eru innan hans. Daemi um hin
umluktu hol likamans og pipurnar eru brjésthimnan, gollursholid, kvidarholid og
blodeedarnar. Oll eru pau pakin pekjuvef (Ross & Pawlina, 2006).

Undirflokkun pekjuvefs er venjulega byggd a légun frumnanna og fjélda
frumulaga sem eru til stadar frekar en & virkni peirra. Légun frumnanna getur

verio flogulaga (e. squamous) teningslaga (e. cuboidal) eda studlud (e.



columnar). baer geta verid lagskiptar, syndarlagskiptar eda myndad einfrumulag
(Ross & Pawlina, 2006).

Utpekja lungnanna er ad morgu leyti sérstok par sem hdn inniheldur margar
undirfrumugerdir. beer helstu eru studlabifharapekjufrumur, bikaratseytifrumur,
halfrumur, grunnfrumur og berkjungsutkirtilsfrumur (Knight & Holgate, 2003).
Utpekja lungnanna er einnig eini stadurinn i likamanum sem myndar
syndarlagskipt pekjufrumulag en pad er & margan hétt olikt 6oru pekjulagi. bar
snerta allar frumurnar grunnhimnuna en ekki allar frumurnar n& upp a yfirbordid
(sja mynd 2C) (Gartner & Hiatt, 2011). Skiptingu frumanna & milli efri og nedri

loftvega og mismunandi frumugerdir ma sja a mynd 3 (Magnusson og fl., 2010).
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Mynd 3: Mismunandi gerdir frumna i lungunum. Hér ma sja
hinar ymsu gerdir frumna i berkjum, berkjungum og
lungnablédrum (Magnusson, Baldursson, & Gudjonsson, 2010).



1.2.1 Utbekja lungnanna
1.21.1 Studla-bifharapekjufrumur (e. ciliated columnar epithelial cell)

Bifharapekjufrumur eru adal frumugerdin i loftvegunum og eru um helmingur
pbekjufrumna lungnanna af peirri gerd (Spina, 1998). Venjulega eru
bifharapekjufrumur med allt ad 300 bifhar & hverri frumu og marga hvatbera
beint fyrir nedan frumuyfirbordid, til ad gefa peim orku. Pad gefur til kynna
hlutverk peirra en pad er ad flytja slim fra lungunum og upp i halsinn (Harkema,
Mariassy, George, Hyde, & Plopper, 1991).

1.2.1.2 Bikarutsevytifrumur (e. goblet cell)

Bikarutseytifrumur einkennast af frumubundnum smékornum sem seytt er til ad
kléfesta dviokomandi hluti i loftveginum (P.K. Jeffery, 1983). Einnig framleida
paer slim en mikilveegt er ad pad sé i réttu magni og med rétt seigjustig til ad
betur gangi ad koma sliminu upp Ur lungunum. Smakornin utan & frumunum
seyta syru svo syrustigid sé rétt en pad skiptir einnig miklu mali (Harkema og fl.,
1991). | ondunarveginum er talid ad séu 6800 slimseytandi frumur a
fermillimetra af yfirbordspekjulagi. Pessar frumur eru taldar geta endurnyjad sig
og jafnvel sérheeft sig i bifharapekjufrumur (Evans & Plopper, 1988; Knight &
Holgate, 2003; Lumsden, McLean, & Lamb, 1984).

1.2.1.3 Halfrumur (e. serous cells)

Halfrumum svipar ad miklu leyti til bikaratseytifrumna en sméakornin sem paer
seyta eru Olik (Rogers, Dewar, Corrin, & Jeffery, 1993). baer hafa rafeindapétt
umfrymi og seyta rafeindapéttum smakornum (P. K. Jeffery & Li, 1997). Margar
peirra seyta hlutlausu slimi og jafnvel lipidum (Spicer, Mochizuki, Setser, &
Martinez, 1980).

1214 Grunnfrumur (e. basal cells)

Grunnfrumur eru um 30% af syndarpekjulagi lungnanna. bPaer eru nokkud
O0sérheefdar og tja ad edlisfari umritunarpattinn p63 og frumukeratinin 5 og 14
(Evans, Van Winkle, Fanucchi, & Plopper, 2001; Rock og fl., 2009).
Grunnfrumur eru stadsettar hvarvetna i tengiéndunarveginum en fjdlda pessara
frumna fer feekkandi pegar dndunarvegurinn minnkar (Evans & Plopper, 1988).

Grunnfrumur innihalda sérstok integrin (a634) sem pau nota til ad festa sig vid



grunnhimnuna (Evans, Cox, Shami, & Plopper, 1990). Innan stofnfruma telja
menn ad i grunnfrumum megi finna stofnfrumur fyrir efri hluta 6ndunarvegarins
en peaer eru taldar geta endurnyjad sig sjalfar og vera meginstofnfrumurnar sem
sérheefast i slim- og bifharapekjufrumur (Hong, Reynolds, Watkins, Fuchs, &
Stripp, 2004; Knight & Holgate, 2003). bratt fyrir ad gogn syni fram & ad
grunnfrumur séu stofnfrumur er pé enn mjog litid pekkt um liffreedi peirra og

ferla sem stjorna hegdun peirra (Rock og fl., 2009).

1.2.15 Berkjungsutkirtilsfrumur (e. clara cells)

Berkjungsutkirtilsfrumur eru stadsettar i berkjunum og berkjungunum. Ppaer
innihalda rafeindapétt smakorn sem talin eru framleida yfirbordsvirk efni fyrir
berkjurnar (Plopper, 1983). bPessar frumur eru einnig taldar gegna hlutverki sem
stofnfrumur og proast Ut i bifhara- og slimseytandi frumur (Ayers & Jeffery,
1988; Hong, Reynolds, Giangreco, Hurley, & Stripp, 2001).

1.2.1.6 Adrar frumutegundir

Nedar i lungum ma finna fleiri frumutegundir, svo sem lungablddrufrumu (e.
alveolar cell) af gerd | og Il, en par fara loftskipti fram. baer framleida einnig
yfirbordsvirkt efni sem naudsynlegt er til ad vidhalda lagri yfirbordsspennu og

fyrirbyggja samfall loftrymanna (Rawlins & Hogan, 2006).

1.2.2 bréun lungna i féstrum

Frumur lungnanna eru margar og mismunandi enda byggja peser upp flokio
liffeeri. Til ad geta skilid hvernig lungun verda ad pessum mdgnudu liffeerum er

gott ad byrja & ad skyggnast inn i hvernig lungun verda til i fosturproska.

Grunn lungnagrép myndast vid kokid i fostrum eftir um pad bil prjar og hélfa
viku & medgongu. bessi grop dypkar svo smam saman og a fjorou viku verour
grépin ad poka sem staekkar framan vid vélindad og ur pvi gengur pipa sem
verdur ad barkanum. Pipan greinist svo i tvennt og verdur ad tveimur
lungnakndppum. Peir halda svo afram ad lengjast og greinast frekar. Eftir sex
manudi eru komnar milljon endagreinar og tengdar pipur sem verda ad
berkjungum. Naestu prja manudi myndar hver berkjungur sidan nokkur hundrud
lungnablédrur (Martini og fl., 2008). A mynd 4 ma sja hvernig lunga ur
musarfostri proast eftir ad hafa verid sett i reekt utan likamans (Wilt & Hake,



2004). Athuga skal p6 ad hér fer ekki fram frumuraektun & frumulinu heldur er
musafosturslungnaknippid (sem er ad myndast) tekid med peim frumum sem

pad inniheldur og vefnum i kring og reektad utan likamans.
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Mynd 4: Greinamyndun i lungum fésturs. Myndin synir lunga
Ur musaféstri sem var fjarleegt og sett i reekt utan likamans.
Myndir voru teknar fra 0 kist til 52 kist. Orvarnar syna pann stad
par sem greinar myndast neest (adldgud mynd fra Wilt & Hake,
2004).

1.3 Greinamyndun (e. branching)

Nokkur liffeeri i likamanum, auk lungnanna, mynda greinar ad einhverju leyti.
Daemi um pad eru brjéstkirtlarnir, blédruhalskirtillinn og safngéng nyrnanna. pau
préast Gt frA midlagi (e. mesoderm) og eru svipud innlagsliffeerum eins og
lungunum ad pvi leyti ad pau proast Ut fr& samblandi af bandvefs- og
bekjuvefslogum. Lungun eru deemi um liffeeri sem innihalda pekjuvef sem
préast ut fra innlagi (e. endoderm) (Wilt & Hake, 2004).

Utpekja greinist adeins ef akvedin bod um pad koma fra vefjum sem
umkringja hana. Greinamyndun utpekjunnar er had millifrumuefninu (e. matrix)
sem hun er i og greinamyndun verdur ekki nema utpekjan sé umkringd
millifrumuefni. Tilgangur millifrumuefnisins er liklegast helst ad hjalpa til i

vidlodun en pad inniheldur einnig mjog naudsynlegar og sérhaefdar sameindir



sem geta sent bod medal annars i gegnum integrin sameindir & yfirbordi
pekjufrumnanna (Davies, 2002; Wang, Ojakian, & Nelson, 1990).

Ef Utpekja og bandvefskim (e. mesenchyme) liffeeranna eru adskilin verdur
hvorki frumuproskun né frumusérheaefing. Préun lungnanna er mjog dhugaverd
par sem edli knappskota og greinagerdar sem verdur vid frumuproskun fer eftir
gerd bandvefskimsins sem vixlverkar vid utpekjuna (Wilt & Hake, 2004).
Rudnick syndi fyrstur fram & ad bandvefskim veeri naudsynlegt fyrir
greinamyndun i lungunum (Rudnick, 1933) og Alescio og Cassini gerdu tilraun
ario 1962 par sem peir syndu hvers megnugt lungnabandvefskimio er. peir
greeddu lungnabandvefskim i hluta af barka masafésturs par sem bandvefskim
barkans hafdi verid fjarleegt. Lungnabandvefskimido 6rvadi par myndun a knippi
sem myndadi sidan lungna-likar greinar (Alescio & Cassini, 1962; Shannon &
Hyatt, 2004). Milliverkanir & milli bandvefskimis og utpekju eru pvi miklar og

sérhaefoar.

Bindlar og vidtakar liggja liklegast ad baki flestum pessara verkana. Einkenni
a greinamyndandi pekjuvef eru svaedi par sem mjog mikil frumuskiptingarvirkni
er til stadar, bindlar sem 6rva frumuskiptingu 6rva einnig knappskotamyndun og
liklega greinamyndun. TGFB (e. transforming growth factor beta), EGF (e.
epidermal growth factor) og skyld efni og vissir FGF (e. fibroblast growth factor)
fiolskyldumedlimir virdast allir hafa ahrif & greinamyndun a lungnapekju i
frumureekt. Ef TGFB er til stadar i |liffeerareekt a lungnavef verdur
knappskotamyndun og greinamyndun minni. Vidtakinn fyrir TGFB, sem finnst i
Utpekju, getur verid hindradur ad hluta med métefnum og veldur pad aukinni
greinamyndun (Wilt & Hake, 2004).

FGF fjolskyldumedlimurinn FGF-10 getur 6rvad lungnainnlagsatpekju i
liffeeraraekt til ad gangast undir greinamyndunarfrumuproskun og ad sérheefa
vissa lifefnafreedilega peetti lungnapekjunnar, en hann er stadsettur i

bandvefskiminu vid enda knappskotanna (Wilt & Hake, 2004).

FGF virkja MAP kinasa (e. mitogen activated protein kinase (MAPK)) og PI-
3-kinasa (e. phosphoinositide kinase (PI3K)) ferla innan frumunnar og eru
naudsynlegir fyrir proska margra greinottra liffeera og venjulega 6rva pau
greinamyndun (yfirlit i Davies, 2002). | avaxtaflugu (Drosophila) hefur fundist



FGF samstaeda en hun milliverkar einnig vid tyrosin kinasa vidtaka til ad drva

greinamyndun berkjunganna i skordyrum. FGF samsteedan Orvar greinamyndun

an pess ad orva frumuproska, hun o6rvar flakk a vissum leidandi frumum og

breytingar i frumuformi sem parf til ad sérhaefa barkafrumur. | avaxtaflugu er

gen sem kallast sprouty en pad stjornar nakveemri virkni FGF. Frumur sem

orvast af FGF svara med pvi ad tja sprouty sem hefur ahrif & hvernig peer svara

FGF. |

samsteeda sprouty verid fundin en

hryggdyrum hefur

han kallast sprouty 2. Han hamlar
einnig verkun FGF pannig ad pad

verki & adeins akvedinn hop
frumna (Wilt & Hake, 2004).
Sprouty hemur  greinamyndun
pannig ad vid hindrun pess verdur
meiri  greinamyndun  (Hacohen,
Kramer, Sutherland, Hiromi, &
Krasnow, 1998). Toppfrumurnar

seyta Shh (e. sonic hedgehog

homolog) sem 6rva bétarvidtaka (e.

patched receptors) i
bandvefskiminu i kring (mynd 5B)
(Bellusci, Henderson, Winnier,

Oikawa, & Hogan, 1996). Virkjun
botarvidtakanna leidir til pess ad
Shh hindrar FGF10 seytun naest

endanum og leidir pad til minni

greinamyndunar (Miller, Wert, &
Whitsett, 2001). | mannalungum
orva FGF ekki adeins

greinamyndun i berkjunum heldur
geta pau einnig haft ahrif i hvada

att greinarnar fara (Bellusci,
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Mynd 5: FGF greinamyndun i
ondunarfeerakerfum. (A) | avaxtaflugu. Frumur sem
seyta FGF og Orva pannig greinamyndun hja
barkafrumum sem eru ad préast. Efstu frumurnar i
greinamynduninni fara svo ad seyta sprouty sem
hindrar vidbrdgd vid sprouty hja naerliggjandi frumum.
pad leidir pé til frekari greinamyndunar.

(B) Sama kerfi nema i masalunga. FGF10 orvar
greinamyndun. Frumur vid endann a fyrstu greininni
fara ad tja sprouty 2 og hindrar pa svarié vid FGF 10
i neerliggjandi frumum. Pa myndast fleiri greinar
(adldgud mynd fra Wilt & Hake, 2004).



Grindley, Emoto, Itoh, & Hogan, 1997). Lungun eru algjorlega had FGF10 til ad
mynda greinar. EGF, TGFa og amfiregulin virka o6ll 8 EGF vidtakann og hann
midlar MAP-kinasa og PI-3-kinasa ferlum sem &rva greinamyndun. TNFa
ensimid stjornar seytingu TGFa af yfirbordi frumnanna og er naudsynlegt fyrir
greinamyndun i lungnarektunum (Davies, 2002; Perantoni, Williams, &
Lewellyn, 1991).

pratt fyrir ad margar rannsoknir hafi verid gerdar i 6drum dyrum en
manninum skortir gdédar upplysingar um mannalungun og litid er i raun vitad um
stjornun a greinamyndun. Helsta astsedan fyrir pvi er skortur a godum likbnum

til ad skoda greinamyndunina i lungunum betur.

Greinamyndun liffeera getur farid arskeidis og er pad ferli stundum tengt
aexXlis- og krabbameinsmyndun (yfirlit i (Davies, 2002; Polyak & Weinberg, 2009;
Thiery, Acloque, Huang, & Nieto, 2009).

1.4 Krabbamein
1.4.1 Axli

AXxli sem myndast i likamanum vegna offjélgunar frumna geta verid annad
hvort godkynja eda illkynja. Ef um illkynja exli er ad reeda nefnist pad
krabbamein en orsakir peirra eru margpaettar. Krabbamein eru talin préast ut fra
frumu par sem venjulegir ferlar frumunnar til ad stjérna vexti og fjdlgun fara
arskeidis (DiPiro, 2008).

Krabbameinsmyndun er ferli sem gerist i mérgum skrefum og pvi ferli er
stjornad af genum. Tveir flokkar gena eru helst tengdir krabbameinsmyndun en
pad eru eexlisgen (e. oncogene) og eexlisbaelandi gen (DiPiro, 2008). Axlisgen
eru pau gen sem tja protein sem eru mikilvaeg fyrir fjdlgun frumna og skiptingu
(Klug, Cummings, & Spencer, 2007). Axlisbeelandi gen stjérna hindrun
ovideigandi frumuvaxtar og —fjélgunar. Pau stjérna gatstodum i frumuhringnum
og hefja styrdan frumudauda ef pess parf. Genamissir eda stokkbreyting a
pessum genum veldur pvi ad minni stjorn verdur a venjulegum frumuvexti (Klug
og fl., 2007; Weinberg, 1996). Ein stokkbreyting getur p6 aldrei orsakad
krabbamein heldur er pad uppsofnun stokkbreytinga sem veldur pvi. Talid er ad
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pbad purfi oftast a bilinu sex til tiu stokkbreytingar til ad mynda krabbamein (Klug
og fl., 2007).

Axlisfrumur eru taldar hafa sex megineinkenni sem adskilur peaer fra
edlilegum frumum og studla ad pvi ad paer nd ad halda afram vexti sinum og
dreifingu. Einkenni pessara frumna eru ad fordast vaxtarbeaelingarpaetti, komast
hja frumudauda, stddug vaxtarérvunarbod, édaudleiki, drvud sedanymyndun i
nagrenni peirra og virkjud iferd frumnanna og myndun meinvarpa (Hanahan &
Weinberg, 2011).

1.4.2 Lungnakrabbamein

Krabbamein er helsta danarorsék manna i heiminum i dag en arié 2008 déu 7,6
milljénir manna af véldum pess. Lungnakrabbamein er par steersti orsakavaldur
eda um 16,5% danartilfella (IARC - The International Agency for Research on
Cancer, 2008; WHO - World Health Organization, 2011). A Islandi greinast um
125 manns a ari med lungnakrabbamein og pad er pad krabbamein sem dregur
flesta Islendinga til dauda (Témas Gudbjartsson, Agnes Smaradottir, Halla
Skuladottir, Hlynur N. Grimsson, & ofl., 2008). lllkynja lungnaaexli skiptast i fjora
meginflokka en pad eru sméafrumukrabbamein, flogupekjukrabbamein,
kirtiimyndandi krabbamein og stérfrumukrabbamein (Travis, 2004). Reykingar
eru helsta orsok lungnakrabbameina og eru taldar orsaka um 90% peirra en
erfdapeettir koma par einnig vid sdgu. Tengslin vid reykingar eru sterkust i
flogupekjukrabbameini og smafrumukrabbameini en veikari i kirtiimyndandi
krabbameini (Témas Gudbjartsson og fl., 2008). Lungnakrabbamein sem ekki
eru smafrumukrabbamein (e. non-small cell (NSC) lung cancer) eru helsta

danarorsok vegna krabbameina i Bandarikjunum (Schiller og fl., 2002).

Algengasta lyfjamedferd vio NSC lungnakrabbameinum er samsett medferd
med paclitaxel og carboplatin (Micromedex 2.0, 2009). Gefitinib er tyrésin
kinasa hemill sem sampykktur var af bandarisku matveela- og lyfjastofnuninni
(FDA) ario 2003 sem pridju linu medferd vid NSC lungnakrabbameinum.
Svorunin vid lyfinu er betri hja sjuklingum sem hafa ekki reykt, konum og
sjuklingum med kirtiimyndandi krabbamein. Innan pessara hépa er p6 adeins

minnihluti sem svarar medferd. Laeknar voru lengi i vandreedum med ad akveda
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hveneer skyldi nota petta lyf sem medferd par sem pad virkadi sjaldan. | peim
tilfellum sem pad virkadi var svorunin pé mjég god (Baselga og fl., 2002; Green,
2004; Lynch og fl., 2004). Arid 2004 komust Lynch og félagar hans ad pvi ad
stokkbreytingar & tyrosin kinasa hudpekjuvaxtarpatta vidtakanum EGFR segja
til um svorunina vid gefitinib medferd. Peir sem voru med stokkbreytta vidtaka
svorudu mun betur medferd en adrir (Lynch og fl., 2004).

Til ad skilja petta betur parf fyrst ad lita & hvad tyrosin kinasa vidtakar eru og
kynnast hlutverki EGF i likamanum.

1.5 Tyrosin kinasa vidtakar

[ moénnum eru 58 pekktir prétein kinasa vidtakar sem flokkast i 20
undirfjélskyldur. Allir tyrésin kinasa vidtakar hafa svipada uppbyggingu par sem
vidtakabindihneppi eru & ytri hlid frumuhimnunnar, einn gormur (e. helix) fer i
gegnum frumuhimnuna og sidan er innanfrumusvaedid sem inniheldur tyrosin
kinasahneppido auk karboxyenda og styrisveeda (sja mynd 6) (Lemmon &
Schlessinger, 2010). Umfrymishluti vidtakans inniheldur tyrésin leifar sem eru i

raun sjalfar skotmark vidtakans. Pegar bindill binst vidtaka veldur pad

EGF - . EGF
tvenndarmyndun D /ECF GF ~a e
. . . . fruma |77 Bindi
tveggja tyrésin b A’ o
. 3 ?)»',J,) X n )f

kinasa. Vid pad it Femare 13

- , || himna
fosforylera peir A BB !
tyrésin leifarnar & | Tirésin

Umfrymi kinasi

hvorum 6drum og

7;,, “ —-Tyr Tyv

= . ) TV P
baer geta i W | -Gy J!

e | P Yyr' Tyt P
framhaldi af pvi ;;Y’,‘. P} er, Typ-(P

ATV Ty [ Umfrymis- ).,~ T)r .'Tyr’r--P

fosforylerad y ’ S U 8
innanfrumubodefni H
og komid af stad ® ) ® ©
roo ferla i Mynd 6: Tyrésin kinasa vidtakinn EGFR. EGFR vidtakinn er

. . daemigerdur tyrdsin kinasa vidtaki. beir eru med vidtakahluta, einn
umfryminu sem  a hluta i gegnum frumuhimnuna, tyrésin kinasa i umfryminu og svo
endanum leidir il tyrésin leifar tengdar honum. begar EGF (i pessu tilfelli) binst

vidtakanum dragast tveir peirra saman og fosférylera hvorn annan. pad
akvedinnar kemur svo af stad aframhaldandi svérun i umfryminu (adl6gud mynd fra
Becker, 2009).
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genatjaningar (Becker, 2009; Ullrich &  Schlessinger, 1990).
Proteinkinasatengdir vidtakar taka patt i ymsum ferlum innan frumunnar, svo
sem frumufjolgun og frumusérhaefingu, lifun frumna, efnaskiptum, frumuflakki og
frumuhringnum. Fjélmargir sjakdémar geta pvi ordid vegna genabreytinga eda
frAbrigdoa sem breyta virkni, fjiélda, dreifingu eda stjornun & tyrésin kindésum.
Stokkbreytingar & tyrésin  kindsum og afbrigdileg virkni peirra i
innanfrumubodferlum hefur medal annars verid tengd krabbameinum (Blume-
Jensen & Hunter, 2001).

1.6 EGF og EGFR fjolskyldurnar

1.6.1 EGEF fj6Iskyldan
Einfaldar einfruma lifverur, eins og bakteriur og sveppir, lifa vid adsteedur par

sem naeg naeringarefni purfa ad vera til stadar i ytra umhverfi svo peer geti vaxio
og skipt sér. [ fjolfruma lifverum eru adsteedur alls ekki pannig. Frumur eru
venjulega umkringdar naeringarrikum utanfrumuvokva en peer vaxa ekki eda
skipta sér nema bodprétein sem Kkallast vaxtarpeettir séu til stadar i
utanfrumuvOkvanum. Vaxtarpeettirnir stjorna pvi hversu hratt fruma fjdlgar sér.
Flestir vaxtarpeettir eru eitilfrumuraesar en pad eru efni sem 0Orva
mitosuskiptingu eitilfrumna 6sérvirkt (Becker, 2009).

Hudpekjuvaxtarpatta (EGF) fjdlskyldan gegnir mjog mikilveegu hlutverki vio
ad stjorna frumuskridi, -fjlgun og -sérheefingu og orvar vidohald utpekju
(Sweeney og fl., 2001). EGF er mjog dreifdur og til stadar i mérgum vefjum
likamans og likamsvokvum. Hann binst tyrésin kinasa viotokum a yfirbordi
frumuhimnu markfruma sinna og virkjar pannig kinasa virkni vidtakans sem
leidir svo til fosforyleringar & tyrosin leifunum (Becker, 2009). Tyrésin leifarnar
fosférylera pa fleiri peetti i umfryminu og koma af stad bodferli sem verdur eftir
6orum af tveimur leidum. Annars vegar er pad fosforylering og virkjun &
umritunarpattum sem leidir til tjfAningar a nyjum genum og hins vegar virkja paer
svokallada reesisvirkjads protein kinasa (MAPK) ferla sem leida til
frumufjélgunar og frumuskrids (Pierce og fl., 2001). EGFR, vidtakar EGF, hafa
einnig fundist inni i kjarnanum og bendir pad til pess ad EGF geeti pjonad sem

umritunarpattur undir vissum kringumstaedum (Lin og fl., 2001).
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1.6.2 EGFR vidtaka fjdlskyldan
Hudpekjuvaxtarpattavidtaka (HER) fjolskyldan er fjolskylda tyrosin kinasa
vidtaka og inniheldur han fjéra medlimi: ErbB-1/EGFR, HER-2, HER-3 og HER-

4. begar peir eru virkjadir orva viotakarnir frumuvoxt og sérhaefingu frumnanna i

gegnum innanfrumu tyrosin kinasa vidtaka (Gross, Shazer, & Agus, 2004).

Frumubodferla sem EGFR 6rvar méa sja & mynd 7.

EGFR
s she g2 o -
PLC 9 e
STAT - e
Akt - Mek
e o
mTOR - Erk
Umritun Framvinda ) Hre 1;in o)
frumuhrings Lifun ifargndig .
eiginleikar

Mynd 7: Frumuboodferlar sem 6rvast i gegnum EGFR (adlégud mynd fra Ahmed & Salgia,
2006).

Vidtakarnir i EGFR fj6lskyldunni spila gridarlega mikilvaegt hlutverk i préun
dyra og i sjukddmamyndun hja dyrum. EGFR og HER2 eru stokkbreyttir eda
yfirtjddir i nokkrum krabbameinum i ménnum (Hynes & MacDonald, 2009).
petta er fjolskylda aexlisgena og vid stokkbreytingu eda mognun peirra verdur
préteinafurd peirra stokkbreytt eda yfirtjdd sem getur valdid offjdlgun frumanna,
meinvorpum, adanymyndun og lengir liftima frumnanna i nokkrum
krabbameinum, medal annars i brjéstakrabbameinum og lungnakrabbameinum
(Becker, 2009; Gross og fl., 2004). bad hefur lengi verid pekkt ad EGFR er oft
yfirtjadur i NSC lungnakrabbameinum (Rusch og fl., 1997).
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EGFR virkjast pegar hann binst EGF. bad veldur tvenndarmyndun & EGFR
sameindunum eda blendna tvenndarmyndun med 6drum mjég skyldum
viotokum, svo sem HER2/neu. Sjalfsfosférylering og millifosforylering
vidtakanna i gengum tyrosin kinasa hneppin leidir til eflingar a aftari
styrisameindum og virkjunar & fjélgunar- og frumulifunarbodum (Jorissen og fl.,
2003).

EGFR genid inniheldur neerri 200.000 basaradir og samanstendur af 28
taknrodum en kinasahneppid er k6dad a taknrodum 18-24 (Moriki, Maruyama,
& Maruyama, 2001; Reiter og fl., 2001). Tyrésin kinasa hemillinn gefitinib verkar
a kinasahneppi viotakans (Ahmed & Salgia, 2006).

Lynch og félagar akvadu ad radgreina allar 28 taknradirnar & EGFR geninu
ar synum fra lungnakrabbameinssjuklingum til ad finna 4t samband a milli
mismunandi basapararada og virkni tyrésin kinasa hindra. peir fundu Ut ad atta
af niu lungnakrabbameinssjuklingum sem svorudu gefitinib medferd voru med
stokkbreytingar a kinasahneppi gensins, midad vid enga af sjo sjuklingum sem
svorudu ekki medferd. brir af sjuklingunum hoféu stokkbreytingu i taknréd 21
sem olli amindsyruskiptum & milli lefsins (L) og arginins (R) vid tdkna 853. Su
stokkbreyting er pvi k6llud L858R (Lynch og fl., 2004).

1.6.3 L858R Stokkbreytingin

Arid 2004 voru tveir adskildir hopar ad reyna ad finna Gt hvers vegna gefitinib

virkadi adeins a litinn hop sjuklinga med NSC lungnakrabbamein. Pvi midur fyrir
Paez og félaga pa voru Lynch og félagar fyrri til ad birta greinina sina. Paez og
félagar komust pé ad sdému nidurstddu og Lynch o.fl. sem studdi enn frekar

nidurstdour peirra.

Paez o.fl. (2004) komust ad pvi ad gefitinib virkadi betur & pa sem hoféu
aldrei reykt, a konur og sjuklinga af japonskum uppruna. Peir fundu L858R
stokkbreytinguna a EGFR geninu i premur synum lungnakrabbameinssjuklinga.
Pegar heilbrigdur vefur Gr s6mu sjuklingum var skodadur fannst pessi
stokkbreyting ekki. Pad gefur til kynna ad um likamsfrumustékkbreytingu sé ad
reeda (e. somatic mutation, stokkbreyting sem verdur eftir feedingu). Shigematsu
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og félagar komust einnig ad peirri nidurstodu ad um likamsfrumustdkkbreytingu
veeri ad reeda (Shigematsu og fl., 2005).

Til ad éatta sig betur & &hrifum stokkbreytts EGF vidtaka i aexlismyndun
innleiddu Lynch og félagar L858R stokkbreytingu & EGFR inn i frumulinu. Peir
komust ad pvi ad vio svelti var enginn munur a fosféryleringu vidtakanna en
pegar EGF og 6drum vaxtarpattum var beaett i aetid tvofaldadist eda prefaldadist
virkni stokkbreyttu vidtakanna midad vid villigerdina af vidtakanum. Virknin hélst
einnig lengur eda i allt ad prjar klukkustundir midad vid 15 minudtur hja
villigerainni (Lynch og fl., 2004).

Paez og félagar profudu gefitinib a fimm frumulinum sem komu fra
kirtilkrabbameinum og berkju- og lungnablédrukrabbameinum. Ein frumulinan
sem einangrud var ur kirtilfrumukrabbameini svaradi aberandi best medferd a
gefitinib, eda i hundradfalt minni styrk en hinar frumulinurnar. Pegar su
frumulina var radgreind kom i ljos ad han hafdi stokkbreytinguna L858R i EGFR
geninu. Pad bendir til pess ad L858R stokkbreytingin valdi mun meira naemi

gagnvart gefitinib en hja 6drum EGF viotokum (Paez og fl., 2004).

Pao og félagar fundu einnig Gt ad naemi gagnvart erlotinib (annar tyrésin
kinasa hemill) veeri tengt vid stokkbreytingar i EGFR, L8585R par sérstaklega
(Pao og fl., 2004).

1.6.4 Gefitinib

Gefitinib er smasameind sem er tyrésin kinasa hemill og hindrar EGF
vidtakann. Adeins 10% lungnakrabbameinssjuklinga svara pé medferd vio pvi
(Becker, 2009). Gefitinib seekir & ATP raufina i EGFR sem er yfirtjadur i 40-80%
NSC lungnakrabbameina. bPar sem EGFR er tjadur mjog vida i likamanum
meetti halda ad hindrun & honum eetti ad hafa miklar aukaverkanir. Rannsoknir &
musum med Utslatt a EGFR geninu hafa p6 synt ad megin ahrif pess ad hindra
EGF vidtakann eru ahrif a had og eiturahrif i meltingarvegi. Kliniskar rannséknir
med EGFR hindrum likt og gefitinib hafa synt fram & faar alvarlegar
aukaverkanir, meginahrif eru & hud og meltingarfeeri, sbmu ahrif og saust i

dyrarannséknum (Yano og fl., 2003).
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Pegar Lynch og félagar konnudu ahrif gefitinibs & L858R sttkkbreytta EGF
vidtaka i frumuraekt komust peir ad pvi ad adeins 0,015 uM styrk purfti til ad
hindra stokkbreyttu vidtakana um helming en 0,2 uM styrk til ad hemja pa ad
fullu. Villigerdin af vidtakanum var ekki eins naem en par purfti 0,1 uM styrk til ad

hindra um helming og 2 pM styrk til ad hindra hann aé fullu (Lynch og fl., 2004).

1.7 Pprividar frumuraektir

pad er vel pekkt ad utanfrumumilliefni (e. extracellular matrix) spilar mikilveegt
hlutverk i fosturfrumuproskun og er naudsynlegt fyrir vidhald vefja i fulloronum
einstaklingum. Pad er einnig pekkt ad millifrumuefni spili hlutverk i upphafi og
drvun & myndun greina i liffeerum eins og munn- og brjostkirtlum, lungunum,
brisinu og nyrunum i fostrum (Yfirlit i Weaver, Fischer, Peterson, & Bissell,
1996). Utanfrumumilliefnid breytir einnig genatjaningu i ymsum bodferlum
(Roskelley, Srebrow, & Bissell, 1995). Breytingar i genatjaningu hafa pannig
ahrif a tjaningu milliefnisvidtaka, -sameinda og breyta uppbyggingu vefjarins.
Pad eru pvi mikil samskipti & milli frumna og millifrumuefnisins og hefur pad
lengi verid pekkt (Bissell & Aggeler, 1987).

Lungnaproun og sérheefing pekjufrumna hefur adallega verid skodud i
dyralikbnum (Morrisey & Hogan, 2010). bad hefur baedi kosti og galla en
megingallinn er ad frumusamsetning efri og nedri éndunarvegarins er ekki eins
a4 milli nagdyra og manna og verda nidurstédur pvi ekki nogu yfirfseranlegar
(Rock og fl., 2009).

Prividar reektir (sja mynd 8) eru mjog Oflugt tol til ad kanna uppbyggingu
bekjufrumuliffeera og bod sem einkenna pekjuvef. Eiginleiki pekjufrumna til ad
fijolga sér og proskast i vefja-lika uppbyggingu pegar peer eru raektadar i priviori
reektun hefur lengi verid pekkt (Hagios, Lochter, & Bissell, 1998; O'Brien,
Zegers, & Mostov, 2002; Walpita & Hay, 2002). Kosturinn vid prividar raektir
samanborid vid in vivo rannséknir er ad paer eru nokkud einfaldar i framkvaemd
pannig ad paer henta mjog vel til ad skoda formproskun pekjufrumna (O'Brien
og fl., 2002). VA10 frumulinan hefur verid rannsokud toluvert i privioum

reektunum (Franzdottir og fl., 2010).
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Mynd 8: Skyringarmynd sem synir mun & einlagsraekt og
priviori reekt. A) og B) Frumurnar eru raektadar & botni
reektunarflosku og eeti haft ofan a peim. C) og D) brivid raekt par
sem frumur eru reektadar inni i matrigeli og aeti sett ofana pad
(adlégud mynd fra Ingthorsson, 2008).

1.8 VA0 frumulinan

Frumulinan VA10 er berkjupekjufrumulina med grunnfrumulika svipgerd. HUn
var gerd odaudleg med innleidslu & E6 og E7 eexlisgenum fra vortuveiru (HPV)
og genum med neomycinbnaemi inn i berkjupekjulungnafrumur. VA10
frumulinan synir einkenni pekjufrumugerdar og grunnfrumna i einlagaraektun.
Flarljémandi litun sem gerd var & frumulinunni syndi ad frumukeratin 5, 6, 13,
14 og 17 eru tjdd i henni og bendir pad til pess ad VA10 innihaldi frumur med
grunnfrumulika svipgerd. Su nidurstada var studd med litun a tjAningu a a6p4
integrini og grunnfrumutengda umritunarpaettinum p63. Kosturinn vid VA10 er
ad han kemur upprunalega fra berkjupekjufrumum en ekki aexlisfrumum og hun
hefur grunnfrumusvipgerd, en grunnfrumur eru taldar hafa stofnfrumueiginleika.
Bygging og virkni aexlisfrumna er venjulega allt 6nnur en hefdbundinna frumna
og pvi hefur VA10 kosti fram yfir adrar frumulinur sem hafa verid notadar til ad
rannsaka lungnapel (Halldorsson og fl., 2007). Fyrri rannséknir hafa synt ad
begar frumulinur eru syktar af vixlveiru sem inniheldur E6 og E7 aexlisgen halda
peer enn mestu af upprunalegu svipgerdinni sinni (Gudjonsson, Villadsen,

Ronnov-Jessen, & Petersen, 2004).

VA10 frumur mynda syndarlagskipt lag i loft-vokva raekt og sérhaefa sig i
bikarutseytifrumur og bifhaerdar frumur (Arason, outgefio efni). baer hafa verido
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notadar til ad rannsaka varnareiginleika Utpekjunnar eins og péttitengi og
myndun drverueydandi peptida (Asgrimsson, Gudjonsson, Gudmundsson, &
Baldursson, 2006; Halldorsson og fl., 2007; Steinmann, Halldorsson, Agerberth,
& Gudmundsson, 2009). VA10 frumulinan er kjorin til ad skoda préun og
formproskun frumna & lungnafrumum. Ef VA10 er reektud med sedapelsfrumum
i prividri reektun myndar han greinoétta formgerd og sérhaefir pekjufrumurnar i ad
mynda lungnablddrupekjufrumur. Pannig veeri haegt ad nota in vitro frumuraekt
af lungnapréun og sérheefingu til ad skoda marga mikilveega peetti, svo sem
milliverkun & milli frumna og bodefnamyndun i formproska frumnanna
(Franzdottir og fl., 2010). Su stadreynd ad VA10 myndar baedi syndarlagskipta
bekju, getur sérheeft sig baedi i bikarutseytifrumur og bifhaerdar frumur og getur
myndad greinétta formgerd bendir til pess ad hdn innihaldi &kvedna

stofnfrumueiginleika.

VA10 frumulinan er mjog hentug til ad skoda pekjufrumueiginleika lungna
betur en fyrri frumulinur hafa gert. Hin gefur pannig teekifeeri til ad kanna &hrif
aexlisgensins EGFR L858R & proskun lungnapekjufrumna in vitro, sja ahrif pess
a svipgerdareiginleika peirra, starfreena hegdoun og ahrif pess & myndun

greinottrar formgerdar i prividri raektun.
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2. MARKMID

Vegna pess hve in vivo rannsoknir a lunganu eru takmarkadar hefur verid mikil
porf & goédu in vitro likani sem gerir monnum kleift ad skoda lungnafrumur i
adsteedum sem svipar til adsteedna innan likamans. Med tilkomu loft-vokva
reektar og prividra reektana er komid tol sem er mun likara adsteedum innan
likamans og gefur mun betri mynd af hvernig frumur haga sér par en tvividar

frumuraektanir.

YfirtjAning eda stokkbreyting a EGF vidtakanum hefur verid tengd
lungnakrabbameinum, pa sérstaklega kirtilfrumukrabbameinum. Stokkbreyting
sem veldur skiptingu & takna 858 ar amindsyrunni lefsini i arginin (L858R) er

ein af peim stokkbreytingum & EGFR sem valda lungnakrabbameini.

proskunarferli greinéttrar formgerdar er grundvallarferli i myndun
lungnapekju. Pessu ferli er medal annars styrt af bodleidum sem koma vid ségu
i krabbameinsmyndun. | pessu verkefni munum vié kanna bein ahrif af pvi ad
innleida EGF vidtaka med L858R stokkbreytinguna & berkjupekjufrumulinuna
VA10. VA10 getur myndad greinétta formgerd undir réttum kringumstsedum i
prividri reektun og pvi er mjog ahugavert ad sja hver ahrif innleidda vidtakans
munu vera a hegdun hennar baedi i tvividri og prividri reektun. Vio munum
sérstaklega beina sjonum ad ahrifum & myndun greinéttrar formgerdar.

Gefitinib er tyrdsin kinasa hemill sem synt hefur verid fram & ad hindri EGF
viotakann. Vio munum einnig kanna ahrif pessa lyfs a voxt VA10 og L858R
innleitt afbrigdi i prividri reekt og hugsanlega fa pannig betri innsyn inn i verkun

lyfsins.

Meginmarkmid rannséknarinnar eru pvi tvipaett:

1. Kanna ahrif innleidslu stokkbreytts EGF vidtaka i stofnfrumulinuna VA10.
Ahrif pess & svipgerdareiginleika og starfreena hegdun frumnanna verda
kénnud i hefdbundinni raekt og i prividri raektun.

2. Kanna ahrif tyrosin kinasa hemilsins gefitinibs a frumuvoxt i priviori

raektun.
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3. EFNI OG ADFERDIR
3.1 Teekjalisti

Tafla 1: Listi yfir helstu teekin sem notud voru i rannsékninni.

Teeki Framleidandi

Reektunarskapur (37°C, 5% CO2, 95% raki) ' Heraeus instruments cytoperm 2
Reaektunarskapur (37°C, 5% CO2) Forma scientific CO, incubator
Reektunarskapur (32°C) Incucell MMM Group
Skilvinda Hettich Zentrifugen
LAF-skapur Holten Lamin Air
LAF-skapur Maxisafe 2020
Fasasmasja Fluovert
Fasasmasja Leica
Samdepla smasja (e. confocal) Zeiss LSMS5 Pasqal
Vidsja Leica
UV Meelir Molecular Devices
Oddysey innraudur skanni LIiCOR Biosystems
MACSQuant Miltenyi Biotec,
Frumuteljari Invitrogen — Countess
3.2 Efnalisti

Tafla 2: Listi yfir helstu efni sem notud voru i rannsékninni.

Efni ' Framleidandi |

LHC-9 Gibco
BEBM Lonza Group Ltd.
Viobétarpaettir:
BPE (Bovine pituitary extract) Lonza Group Ltd.
Hydrékortison Lonza Group Ltd.
hEGF (human epidermal growth factor) Lonza Group Ltd.
Epinefrin Lonza Group Ltd.
Transferrin Lonza Group Ltd.
Insulin Lonza Group Ltd.
Retindin syra (A-vitamin) Lonza Group Ltd.
Prijodpyronin Lonza Group Ltd.
EBM-2 Lonza Group Ltd.
Viobétarpaettir:
hEGF Lonza Group Ltd.
hFGF-B (human fibroblast growth factor-basic) Lonza Group Ltd.
VEGF (vascular endothelial growth factor) Lonza Group Ltd.
R3-IGF-1 (human recombinant insulin-like Lonza Group Ltd.
growth factor)
Hydrékortison Lonza Group Ltd.
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Heparin
Askorbinsyra
DMEM/F12
DMEM/F12 med haum glikosastyrk
OptiMEM
Pen Strep (P/S)
Parémysin (puro)
Matrigel
FBS
PBS
Trypsin+EDTA (TE buffer)
Phoenix ampho frumur
Veiru-genaferjur
pPBABE-puro
pBABE-puro-EGFR-WT
pBABE-puro-EGFR-L858R
Transpass D2
Hexadimethrin Bromide (polybrene)
TBS
BSA
RIPA leysibuffer
Merkaptoetandl
Tween
SDS
4X NuPage LDS synabuffer
10% SDS Bis-Tris gel
1X NuPage MES keyrslubuffer
PVDF himna
1x NuPage flutningsbuffer
Formaldehyd 34,5%
Ediksyra
Crystal violet
Etandl
Metandl
H,0,
FITC-Annexin apoptose detection kit
Bindibuffer
FITC-Annexin
Propidium lodide (PI)
Kamptotesin (CPT)
Gefitinib
ToPro3 (Kjarnalitur)
Fluoromount

Lonza Group Ltd.
Lonza Group Ltd.
Gibco

Gibco

Gibco

Gibco
Sigma-Aldrich
BD Biosciences
Gibco

SCRU

SCRU

Retroviral systems

Addgene #1764

Addgene #11011

Addgene #11012

New England Biolabs
Signa-Aldrich

SCRU

Applichem

SCRU

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich
Invitrogen—Life Technologies
Invitrogen—Life Technologies
Invitrogen—Life Technologies
Millipore

Invitrogen—Life Technologies
Sigma-Aldrich

Riedel-de Haén
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Norsk Medisinaldepot

BD Pharmigen

BD Pharmigen

BD Pharmigen

BD Pharmigen
Sigma-Aldrich

LC Laboratories

Invitrogen

Sigma-Aldrich



3.3 Ahaldalisti

Tafla 3: Listi yfir helstu ahdld sem notud voru i rannsékninni.

Ahald Framleidandi

T12,5 flaska Falcon®
T25 flaska Falcon®
T75 flaska Falcon®
Skilvinduglas 15 ml BD Falcon™
Skilvindulas 50 ml BD Falcon™
Pipettur Finnpipette
Pipettuoddar Diamond®
5-10-25 ml pipettur BD Falcon™
12 holu bakki Costar®

24 holu bakki Costar®

48 holu bakki Nunclon™
96 holu bakki Falcon®
Filtrar fyrir loft-vOkva reekt Falcon®
Filtrar fyrir frumuskridsprof Falcon®
Bakkar fyrir frumuskridsprof Falcon®
Frumuskrapari BD Falcon™
Eppendorf glos Sarstedt

3.4 Motefnalisti

Tafla 4: Listi yfir m6tefni sem notud voru i rannsékninni.

Maotefni Klon Tegund Motefna- Framleidandi -
flokkur framleidsluntmer

[ Aktn  C4  Muis lgG1 Abcam -ab3280

E-cad Mus 1gG2a BD - 610182

EGFR Kanina IgG Cell Signaling — 4267S

EGFR L858R Kanina 1gG Cell Signaling — 3197S

EGFR P1068 Kanina IgG Cell Signaling — 3777S

Ep-CAM VU1D9 Mus 1gG1 Novocastra — NCL-ESA

K14 LLOO02 Mus 1gG3 Abcam — ab7800

N-cad Mus 1gG1 BD - 610921

Occludin Kanina IgG Zymed Laboratories — 71-1500

Thy-1 As02 Mus 1gG1 Calbiochem — CP28

Vimentin V9 Mus 1gG1 DAKO - M0725
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3.5 Frumulinur

Nokkrar frumulinur voru notadar i rannsokninni en helst var unnid med VA10
frumur, VAL10E™Y og VA105CFRM8R med haa umsaningartdlu (e. passage).
Frumuraektanir voru annad hvort reektadar vid 32°C eda 37°C og 5% CO, styrk.

3.5.1 Phoenix ampho frumur

Phoenix ampho frumur eru Ur keyptri frumulinu fra Retroviral systems (Nolan
lab) sem er sérheefd til ad bua til vixlveirur (Retroviral Systems, 2012). beer voru
reektadar i DMEM/F12 aeti og i 10% kalfafésturssermi (FBS) a T25 floskum.
Pegar frumurnar voru teknar upp ur frysti var notad DMEM/F12 med haum
glukosastyrk til ad lata peer jafna sig fyrr. Paer voru syktar med veirum pegar
pbaer h6fou ndd um pad bil 30% péttni.

3.5.2 VA 10 frumur
VA10 frumur voru raektadar i T25 floskum. LHC-9 aeti med 50 1U/ml af penicillini

og 50 pg/ml af streptomycini (P/S) var notad og skipt um aeti prisvar i viku.

Pegar frumurnar voru 80-90% péttar var peim skipt upp aftur & nyja flosku.

3.5.3 Syktar frumulinur
Frumur voru adallega reektadar i T25 floskum. Notad var LHC-9 aeti med 0,7

pg/ml af purédmysini (puro) og P/S. Skipt var um aeti prisvar i viku og pegar
frumur voru 80-90% péttar var peim skipt upp aftur. Enginn munur var a
med&ferd VAL10°™Y, VA10ECFRIESER o84 \yA10ECFRWIATYP £ imna.

3.5.4 Adapelsfrumur
AEdapelsfrumur (e. human umbilical vein endothelial cells (HUVECS)) voru

fengnar hja Haraldi Halldérssyni vio Rannséknarstofu i lyfja- og eiturefnafraedi.
par sem ekki er um ad reeda 6daudlegar sedapelsfrumulinur er adeins haegt ad
umsé peim tiu sinnum. Frumurnar voru reektadar a T75 floskum i stodludu
EBM-2 eati par sem hudpekjuvaxtarpeettinum hEGF er beett i, einnig
trefjakimfrumu vaxtarpaettinum hFGF-B (e. human fibroblast growth factor-
basic), aedapelsvaxtarpeettinum VEGF (e. vascular endothelial growth factor),
vaxtarpeettinum R3-IGF-1 (e. human recombinant Insulin-like growth factor),
hydrokortisoni, heparini, askorbinsyru (C-vitamin) og P/S, dsamt FBS. Eftir ad

24



buid var ad beeta vaxtarpattunum Ut i setid kallast pad EGM. Notast var vid 30%
sermishlutfall pegar ferskar frumur barust rannséknarstofu til ad auka
vaxtarhrada en eftir ad buid var ad skipta peim einu sinni & adra flosku var 5%

sermishlutfall i eeti notad.

3.6 Aodferdir

3.6.1 Veiruflot

Til ad eiga ndg af veirum til ad geta sykt VA10 frumulinuna purfti fyrst ad bua til
veiruflot og safna pvi. Phoenix ampho frumurnar voru fyrst reektadar a
DMEM/F12 med haum glukosastyrk og 10% FBS. bPeim var komid fyrir i premur
T25 floskum og syktar pegar 30% péttni var nad. 8 pg af hverri genaferju
(pBABE-puro, pBABE-puro-EGFR-WT, pBABE-puro-EGFR-L858R, sja mynd 9) voru
ba notud, 8 ul af transpass og 2 ml af OptiMEM &eti. Lausnin var geymd i 30
min vid stofuhita, sett i skilvindu i nokkrar sekdndur vid 2000 rpm og sidan
komid fyrir a frumunum. Paer voru hafdar i reektunarskap vid 32°C i 3 Kist til ad
n4 sem bestri sykingu. Vokvinn var sidan tekinn af frumunum, 5 ml af
DMEM/F12+10%FBS +P/S sett & hverja T25 flosku og sett aftur inn i 32°C.

. . SVv40
Ve'rUf|0t| var Safnaa 48 A 5'LTR ¥ MCS Styrisvaéi PURO' 3'LTR

klst eftir ad frumur voru
pBABE-puro-EMPTY

skilvindu i 5 min vid 4000 AMP' pBR322 ori

B EGFRWT

syktar. Veiruflotio var sett i

rom. og 750-1000 pl voru

settir i frystiglés og pau
fryst vio -80°C. Nytt eetti

pBABE-puro’-Wild Type
L

EGFR L858R

var sett a frumurnar og C

peer aftur geymdar i pBABE-puro’-L858R

Veirufloti var safnad aftur Mynd 9: Genaferjur sem notadar voru vid sykinguna. A)

. L Tom genaferja til vidmidunar. B) EGFR Wild Type genaferja
eftir 24 Kist (72 Kist i heild) par sem EGFR vistakinn er yfirtjadur. C) EGFR L858R
stokkbreytti vidtakinn (byggt & mynd fra Ingporssyni, 6birt
efni).

reektunarskap vid 32°C.

og sett i frystiglés (sama
aoferd).
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3.6.2 Veirusyking

Til ad bua til nyjar frumulinur voru VA10 frumur, baedi med haa (54) og laga (12)
umséaningartolu, syktar med vixlveirum pegar peser voru 50% péttar. Ein T25
flaska var ekki sykt og notud sem vidmid pegar puro var baett i atid. 2250 ul af
LHC-9, 750 pl af veirufloti og 3 pl af polybreni (10 mg/ml) voru notud fyrir hverja
flosku (prjd mismunandi veiruflot notud: Empty, EGFR Wild Type og EGFR
L858R). Floskurnar voru geymdar i reektunarskap vio 37°C yfir nott (18-20 Kist).
/Etid med veirunum var pa tekid af og nytt seti sett 4. Eftir einn dag a veirulausu
eeti var LHC-9 med 0,7 ug/ml af puro baett & frumurnar til ad velja paer ur sem

hofou sykst.

3.6.2.1 Veirusyking fyrir nyja VA105™ frumulinu
par sem mjog mikid val vard & VAL10E™Y frumulinunum var akvedid ad sykja

aftur VA10 frumur til ad bua til nyja frumulinu. VA10 frumur med umséaningartolu
67 voru notadar og sama adferd var notud og i fyrra skiptid (3.6.2) nema i stad
pess ad sykja bara einu sinni var sykt yfir tveer naetur. Nytt veirulaust aeti var
sett a eftir 20 kIst og 5 klst eftir pad var veirum aftur komid fyrir & frumunum.
Veirulaust eeti var sett a eftir adrar 20 kist af sykingu. Valid var framkveemt eftir

ad veirulaust aeti hafdi verio & frumunum i 32 kist.

3.6.3 Frumutalning fyrir saninqu

Pegar purfti ad sa akvedido mérgum frumum i tilraun purfti ad telja paer fyrst svo
aeetla meetti pann fjélda frumna sem sad var. Atid var tekid af frumunum og 1
ml af TE buffer settur i T25 fléskurnar, 0,5 ml i T12,5 og 3 ml i T75. TE bufferinn
var hafdur a i 4 min inni i reektunarskép (37°C). PBS var beett i floskuna (5-10
ml) og allt tekid upp og sett i 15 ml skilvinduglas. Spunnid nidur i skilvindu i 3
min a 2000 rpm. Vokvinn var sogadur af frumunum og paer leystar upp i 1 ml af
PBS eda vidkomandi eeti. 10 pl voru settir sitt hvoru megin a frumutalningargler
(undir smasjargler) og frumurnar taldar. Til ad f&4 heildarmagn frumna i 1 ml var

talan sem fengin var ur talningunni margféldud med 10.000.
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3.6.4 brividdarraektun
3.6.4.1 Med aedabeli

Settar voru upp prividdarraektir med sedapeli til ad sja mun & VA105CFRIEER g

venjulegri  VA10 frumulinu. Frumum var sad i matrigel til ad na
prividdarbyggingu inni i gelinu. Vid 0-4°C er matrigelid vokvi og pa er heegt ad
sa frumum i pad. Vid heerra hitastig storknar pad og frumurnar haldast inni i
gelinu. Til ad fa VA10 frumulinuna til ad mynda greinétta formgerd var 500 eda
1500 frumum sad med 140.000-150.000 aedapelsfrumum (HUVECSs) i 190 pl af
matrigeli. Gelunum var s&d i 48 holu bakka. Frumum var komid fyrir i litlum
skilvinduglésum, paer voru spunnar nidur & 2000 rpm i 3 min og vokvinn
sogadur af. Matrigelid var geymt & is til ad pad myndi ekki storkna og einnig
frumurnar eftir ad buid var ad spinna paer nidur. Matrigelid er tekid upp i pipettu
og frumur leystar upp i pvi. Pad parf ad gera mjog varlega par sem ekki mega
myndast loftbGlur pvi peer gera holur i gelid eftir ad pad hefur storknad. pegar
buid var ad s& i allar holurnar var bakkanum komid fyrir i reektunarskép og hann
geymdur par i 20 min. Eftir pad var 300 pl af EGM aeti asamt 5% FBS beett
varlega ofan a gelid.

3.6.4.2 Med gefitinib i eti.

Til ad athuga ahrif gefitinibs a frumulinurnar i prividri reekt voru settar upp raektir
med aedapeli og frumulinurnar VA10FCFRES8R \/A10F™PY og VA10 notadar. Allar
frumulinurnar voru settar upp f pririti, nema VA105¢FR8%8R var sett upp i 6 holur.

Gefitinibi baett Gt i zeti® & fyrsta degi i premur holum af VA10ECFRIEER an 4

sjounda degi i hinar holurnar. Notadur var 1 uM styrkur af gefitinib. 500 frumum
med 150.000 sedapelsfrumum var komid fyrir i 48 holu bakka og leystar upp i

190 pl af matrigeli. Framkvaemdin var eins og privid raekt med aedapeli (3.6.4.1).

3.6.4.3 An sedapels

prividdarraektun a4n aedapels var framkveemd til ad sja hvort munur veeri a
frumulinunum pegar ekkert sedapel veeri til stadar til ad drva voxt. 3000 frumum
var sao i gel og pau latin ganga i prjar vikur. Adferdin var st sama og i

prividdarreektun med aedapeli (3.6.4.1) nema aedapelinu var sleppt.
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3.6.5 Motefnaflurliomandi litun (e. Immunofluorescence (IF) staining)

3.65.1 IF litun & tjaninqu lykilpréteina

IF litun var gerd til ad sja hvort munur veeri i tjaningu lykilproteina a milli
frumulina. bPar sem litad var fyrir EGFR (asamt 6dru) voru frumurnar sveltar
med DMEM/F12 yfir nott til ad n4 fram EGFR tjaningu. LHC-9 aeti var beett 4
frumurnar og haft a i 10 min. Eftir pad voru floskurnar skoladar med PBS og
frumurnar festar med 3,5% formaldehydlausn (i PBS) i 15 min vid 25°C.
Floskurnar voru skoladar med PBS og brotnar med tbng pannig ad adeins
botninn var eftir. Reitir voru afmarkadir med eyrnapinnum og
vokvahindrunarpenna. Osérhaefdu svaedin voru hindrud i 5 min med 10% FBS i
PBS. Frummaotefnin voru sett a og latin hvarfast i 30 min vid 25°C. Litad var fyrir
K14, Thy-1, E-cad, N-cad, EpCAM og Vimentin (sja motefnalista i toflu 4), allt i
pbynningunni 1:50, blandad i 10% FBS i PBS. Reitirnir voru sidan skoladir med
PBS (1x hratt og 2x i 5 min). Annarar gradu motefnin voru hoéfd a i 30 min, varid
lj6si. 1gG1, IgG3 og lgG2a og kaninu métefnin voru notud i pynningunni 1:1000
i 10% FBS i PBS. Skolad med PBS og kjarnalitad med kjarnalit (ToPro3) i
pbynningunni 1:500 (i PBS) i 10 min. Skolad med PBS, sidan med vatni og latin
porna a dimmum stad. Synin voru geymd i keeli, vid 4°C par til teknar voru
myndir i samdepla (e. confocal) smasja. Til ad taka myndir var einn dropi af

fluoromount settur a reitina og pekjugler yfir.

3.6.5.2 IF litun fyrir EGFR

Til ad na fram gbéadri EGFR litun voru frumurnar sveltar med BEGM an EGF yfir
nétt. 9 floskur voru litadar, 3 af hverri frumugerd (VA10, VA10F™Y og
VALQECFRIEBRy il a5 f& EGFR litun vid prja mismunandi timapunkta: vid EGF
svelti, 3 min eftir ad aeti var sett a og 10 min eftir ad eeti var sett a. Allar 9

floskurnar voru teknar, skoladar med PBS og frumurnar festar med 3,5%
formaldehydi i PBS i 15 min vid 25°C. Fléskurnar voru skoladar med PBS og
brotnar med téng pannig ad adeins botninn var eftir. Reitir voru afmarkadir med
eyrnapinnum og vokvahindrunarpenna. Osérhaefdu sveedin voru hindrud i 5 min
med 10% FBS i PBS. Frummoétefnin voru sett & og latin hvarfast vio 4°C yfir
nott. Litad var fyrir EGFR, fosforyleruou EGFR (P1068) og stdkkbreytta
afbrigdinu EGFR L858R, allt i pynningunni 1:200 i 10% FBS i PBS.
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Neesta dag voru reitirnir skoladir med PBS (1x hratt og 2x i 5 min). Annarar
gradu moétefnin voru héfd & i 30 min, varid ljési. Kaninumaétefnin voru notud i
pynningunni 1:1000. Skolad med PBS og kjarnalitad med kjarnalit (ToPro3) i
pynningunni 1:500 i 15 min. Skolad med PBS, sidan med vatni og latin porna a
dimmum stad. Synin voru geymd i keeli, vid 4°C par til teknar voru myndir i
samdepla smasja. Til ad taka myndir var einn dropi af fluoromount settur a

reitina og pekjugler yfir.

3.6.6 Proteineingangrun

T25 flaska var hreinsud med kéldu PBS og pad sidan sogad af, eins mikid og
haegt var til ad auka styrk proteinanna sem ksemu ut i lokin. 150-170 pl af
koéldum RIPA frumusundrunarbuffer (med 5ul NaF, 5ul NaNO3, 5ul PMSF og 2
pI af préteasahindra i 1 ml) voru settir a frumurnar og dreift vel yfir botninn a
floskunni. Han var svo geymd a is i 10 min. Frumurnar voru svo skafadar af
botninum med frumuskafara og vokvinn fluttur yfir i eppendorfglas. Synin voru
sett i hljodbad i 3 min og sidan geymd a is i 10 min. Eftir pad var lausnin sett i
skilvindu vid 4°C og 14.000 g i 20 min. Préteinin flutt yfir i nytt glas. 5 ul af syni
og 45 ul af vatni var komid fyrir i 66ru glasi, 10 pl af pvi komid fyrir i 250 pl af
Bradford lausn. 260 pl voru fluttir yfir i 96 holu bakka og eftir ad hafa hvarfast i 5
min ljosmaeldir vid 595 nm med UV meeli.

3.6.7 Western litun
5 ug af préteinum var blandad saman vid 3,75 ul af 4x NuPage LDS synabuffer

og sterilt vatn ad 10 ul. 1,5 ul af merkaptoetandli var baett i og lausnin hitud vid
100°C i 10 min. Synum var hladid & 10% SDS Bis-Tris gel og keyrdir a 180V i
45 min i 1x NuPage MES keyrslubuffer. Préteinunum var pa komid fyrir & PVDF
himnu eftir ad buid var ad virkja hana med metandli i 30 sekundur. Proteinin
voru flutt vio 30V i 90 min i 1x NuPage flutningsbuffer sem innihélt 10%
metandl. Eftir flutning var himnan pvegin litillega med PBS vid herbergishita i 5
min og sidan hindrud med 5% BSA i TBS + 0,1% Tween i 60 min. Frummotefni
fyrir EGFR (1:2000), EGFR L858R (1:1000) og Aktin (1:4000) voru hofo a
himnunni yfir nétt vid 4°C i 5% BSA i 0,1% TBS og Tween. Neaesta dag var

himnan pvegin prisvar sinnum i 10 min med PBS. Annarar gradu innraud
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motefni voru hofo & i 0,1% TBS, Tween og 0,02% SDS i 60 min i 1:20.000
bynningu. Himnan var pvegin aftur prisvar sinnum med PBS i 10 min. Syni voru
meeld og greind med Oddysey innraudum skanna og tilheyrandi

myndvinnsluforriti (sja adferd i Corley, 2005).

3.6.8 Frumufj6lgunarprof
24 holu bakki var notadur og 20.000 frumum s&d i hvern brunn. LHC-9 eeti var i

premur brunnum en BEGM eeti &n EGF i 68rum premur brunnum, fyrir hverja
frumulinu. 500 pl af aeti voru settir i brunnana og nyju aeti baett i &4 hverjum degi.
pad var gert med pvi ad baeta 500 pl af nyju aeti i brunninn og 500 ul af aeti
teknir upp Ur brunninum. Fimm bakkar voru notadir og frumuvoxtur stédvadur &
dogum 1., 3., 5., 7. og 9. Til ad stédva frumuvoxtinn voru bakkarnir teknir ar
reektunarskapnum, aetinu hellt af peim og peir skoladir med PBS. Frumurnar
voru festar med formaldehydi (3,5% i PBS) i 15 min vid herbergishita. Eftir pad
var skolad med vatni, brunnarnir halffylltir med 0,1% crystal violet og 10%
etandli og pad latid standa i 20 min. Eftir pad voru brunnarnir skoladir med
eimudu vatni og latnir porna. Pegar buid var ad stodva frumuvoxtinn i 6llum
bokkunum var crystal violet liturinn leystur upp med 0,5 ml af 10% ediksyru og

synin svo ljésmeeld vid 590 nm med UV meeli.

3.6.9 Frumuskriosprof (e. cell migration)
Frumur voru reektadar a T12,5 flosku. bPaer voru sveltar med BEBM &eti 24 klist

adur en peim var sad a gotétta himnu (8 um) til ad sja skrid peirra i gegnum
g6tin @ himnunni. 50.000 frumum var sad a hverja himnu. 200 ul af BEBM voru
settir @ himnunar en 400 pl af BEGM voru i botninum & brunninum.
Frumuskridid var stodvad 48 Kist eftir ad frumum var sad. Eftir pad var bakkinn
tekinn at, eetinu hellt af og skolad med PBS. Frumurnar voru festar med
formaldehyadi (3,5% i PBS) i 15 min vid herbergishita. Eftir pad var skolad med
vatni, brunnarnir halffylltir med 0,1% crystal violet og 10% etandli og pad latid
standa i 20 min. Eftir pad voru brunnarnir skoladir med eimudu vatni og latnir
porna. Liturinn var pveginn innan ar filtrunum og myndir teknar af peim. 0,5 ml
af 10% ediksyru var beett i bakkann til ad leysa upp litinn nedan & filtrunum og

synin ljésmeeld vid 590 nm med UV meeli.
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3.6.10 Profun a sjalfstyroum frumudauda

Til ad sja hvort munur veeri a sjalfstyroum frumudauda & milli frumulina var

sjalfstyrdur frumudaudi framkalladur med kamptétesini (CPT). Frumurnar voru i
T25 flosku, flaskan matti ekki vera alveg pétt par sem CPT virkar vid
frumuskiptingu. Atid var tekid af peim og 1 ml af nyju eeti settur a. 10 uyM af
CPT var beett Gt i setid & peim floskum sem atti ad medhondla. Ein flaska af
hverri frumugerd var hoéfd med til vidmidunar. CPT var haft & i 6 kist inni i
reektunarskap. Fléskurnar voru sidan teknar ut, skoladar med PBS og leystar
upp med TE buffer i 4 min. PBS pa beett i og frumurnar spunnar nidur & 2000
rpm i 3 min. Frumurnar voru leystar upp i 1 ml af bindibuffer sem buid var ad
bynna Ur 10x stofnlausn i 1x lausn med PBS. ba voru frumurnar settar a is og
fario med peer og litarefnin upp a Blodmeinafreedideild & Landspitala-
Haskolasjukrahusi. bar var hverri frumulinu skipt a 4 glés par sem 100 ul af
frumum voru teknir og settir i hvert glas. Peim var skipt upp i dlitadar frumur,
FITC-annexin V litadar frumur, Pl litadar frumur og frumur litadar med baedi
annexini V og PI. 5 ul voru notadir af litunum i pau glés sem vid atti og liturinn
latinn standa i 15 min vid stofuhita i myrkri. Eftir pad var 800 pl af bindibuffer
beett i glosin, blandad vel og sidan sett i skilvindu a 2000 rpm i 3 min til ad
skola aukalit af frumunum. 400 pl voru teknir efst ur glésunum og frumunum
blandad aftur upp i vokvann. MACSQuant taekid var stillt med Olitudu syni,
annexin litudu syni og PI litudu syni og synin svo meeld. 100-200 ul voru teknir

upp af hverju syni og keyrslan stédvud pegar 10.000 frumum var néd.

3.7 Forrit notud vid urvinnslu gagna

Vid utreikninga & medaltali, stadalfraviki Gr talningum frumna og vid gerd
stoplarita var notast vid Microsoft Excel 2010. Vid skdnnun & western litunum
var notast vid Oddyssey Image Studio software fra LICOR Biosystems. Vid
ljdsmeelingar var SoftMax Pro 4.3.1. LS notad. Vid myndvinnslu var notast vio
forritin Adobe Photoshop og CoreIDRAW X3. Vid myndatbku a IF litunum var
notast vid LSM image browser og vid myndatoku a fasasmasjarmyndum var

notast vid Leica Application Suite V3 3.0.
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4. NIDURSTODUR

4.1 Gerd og skilgreining EGFR frumulina sem eru komnar fra
VA10 berkjufrumulinunni.

4.1.1 Gerd EGFR frumulina sem komnar eru fra VA10
modurfrumulinunni. Myndun VA10E™Y. VA10ECFRWid 5
VA1QECFRL8SER frmulinanna.

Ahrif & stokkbreytingum i EGF vidtakanum hafa ekki verid rannsokud i

lungnafrumulinum med stofnfrumueiginleika. Fyrsta verkefni mitt var pvi ad bda
til nyja undirfrumulinu Gt fr& VA10 berkjufrumulinunni par sem EGFR vidtakinn
var annad hvort yfirtjadur eda stokkbreyttur. VA10 frumulinan var sykt i tveimur
umsaningum, baedi harri (54) og lagri (12) til ad geta notad paer i mismunandi
tilraunir. LAg umsaningartala virkar betur i loft-vokvaraekt en h4 umsaningartala
i priviori reektun. Frumulinan var sykt med vixlveirum og myndudust prjar nyjar
frumulinur: VALOE™Y, VA1QECFRVIM oq \/A1QFCFRL8SER

4.1.2 Ahrif & tjaningu mikilvaegra kenniproéteina.

Til ad ganga ur skugga um ad veirusykingin hefdi tekist og genin veeru komin
inn i frumulinuna var gerd western litun & EGF vidtakanum og stokkbreytta
afbrigdinu L858R.

A mynd 10 ma sja western litun fyrir EGFR vidtakann og L858R afbrigdid.
par sést ad EGFR vidtakinn er tjadur i 6llum frumulinunum, en virdist vera o6rlitio
meira tjaour i haerri umsaningu en leegri. EGFR L858R er adeins tjadur i
VA105CFRESER frymulinunum. Aktin tjaningin er nokkud j6fn sem merkir ad

hledslan & gelid hafi tekist vel.
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Mynd 10: Western litun a EGFR a nyju frumulinunum, baedi i harri (HP) og lagri
umsaningu (LP). Hér sést ad EGFR vidtakinn er tjadur i 6llum frumulinum, en virdist vera meira
tjadur i laegri umsaningu en haerri. EGFR L858R er adeins tjadur i VA105°FR-8%¥ frumulinunum.

VA10 frumulinan tjair ad edlisfari pekjufrumupéttitengiproteinio E-cadherin
(E-cad) en N-cadherin (N-cad) i minna magni. N-cad er meira tengt
bandvefskimi (Tuan, 2003) en E-cad pekjufrumum (Beavon, 2000). Vimentin er
tdd i frumum sem koma upprunalega fra bandvefskimi (Katsumoto,
Mitsushima, & Kurimura, 1990) en er p6 mikid tjad i VA10 frumulinunni. EpCAM
er vidlodunarprétein sem tjad er i pekjufrumum (Chaudry, Sales, Ruf, Lindhofer,
& Winslet, 2007) og VA10 tjair pad einnig i miklu magni. Thy-1 préteinio er tjad i
trefjakimfrumum, taugafrumum, blédstofnfrumum og innanpekjufrumum (e.
endothelial cells) (Rege & Hagood, 2006). bPad er pvi litio tjad i VA10
frumulinunni ad edlisfari. Keratin eru pradlamyndandi prétein pekjufrumna sem
eru naudsynleg fyrir edlilega vefjauppbyggingu og -virkni. Genamengi
mannsins kodar fyrir 54 keratinum og eru pau 6ll nUmerud, en namer 9-28 eru
tengd pekjufrumum (Schweizer og fl., 2006). Grunnfrumur og védvapekjufrumur
tja K14 (Wetzels og fl., 1992) og VA10 frumulinan gerir pad lika. A mynd 11 ma
sja proteintjaningu VA105™Y og VA105¢ R38R migas vio VAL10 frumulinuna.
Myndir A-C syna tjaningu E-cad og N-cad par sem E-cad er greent en N-cad
rautt, kjarnaliturinn er blar & 6llum myndunum. E-cad er tjad i mun meira magni
en ekki mikill munur er & tjaningu proteinanna tveggja a milli frumulina. D-F
syna tjaningu K14 (greent) og Thy-1 (rautt). K14 virdist vera meira tjad i VA10

frumulinunni en hinum en p6 er ekki vist ad pad sé i miklu magni. Thy-1 sést
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hvergi. EpCAM er & myndum G-l og virdist enginn munur vera & tjaningu par.
Ekki virdist heldur vera neinn munur & vimentin tjAningu (myndir J-L) & milli

frumulina.

0 VA 10Empty VA 10EGFRL858R

4

Mynd 11: Préteintjaning nyju frumulinanna borin saman vid VA10 frumulinuna. EkKki virdist
vera munur i tjaningu & lykilpréteinum & milli frumulina. | A), B) og C) er tjaning E-cad og N-cad
synd. E-cad med graenu og N-cad med raudu. Kjarnalitur er blar. | D), E) og F) er tjaning K14
synt med graenum lit og Thy-1 synt med raudum lit. G), H) og I) syna EpCAM tjaningu i greenum
lit. J), K) og L) syna vimentin litun med greenum lit. Myndirnar eru teknar i 20x staekkun.
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par sem VA105C R38R inniheldur stokkbreyttan vidtaka var ahugi fyrir ad
skoda EGFR tjaningu i frumulinunum og athuga hvort mikill munur veeri & henni.
Pvi var akvedio ad lita fyrir EGFR vidtakanum, fosforylerudum vidtaka (P1068)
og stokkbreytta vidtakanum EGFR L858R. bar sem EGF vidtakinn er ekki mikid
tj@dur i frumuhimnunni vid edlilegt astand i frumunni var akvedid ad svelta
frumurnar med BEGM eeti &n EGF vaxtarpattarins yfir nott 4dur en paer yrou
litadar til ad draga fram tjaningu a vidtakanum. Frumurnar voru litadar a premur
timapunktum, vido EGF svelti, 3 mintdtum eftir ad hefédbundid aeti var gefid og 10
mindtum eftir ad hefédbundid eeti var gefid. Nidurstddurnar ma sja a mynd 12.
Myndir A-F syna tjaningu VA10 og VA105C R38R 4 EGFR, fosférylerudu EGFR
(P1068) og stokkbreyttu EGFR (L858R) vid EGF svelti (TO). Myndir G-L syna
tjaninguna vio T3, p.e. premur mindtum eftir ad aeti var gefid og myndir M-R vid
tima T10, p.e. tiu minatum eftir ad nytt seti var gefid. Métefnin eru litud med
greenu en kjarnaliturinn er blar.

Vid TO (myndir A-F) ma sja ad meiri tjaning er & EGFR i VA10FCFR898R g
VA10 (myndir A og D). Litil eda engin fosforylering virdist vera i frumulinununum
(myndir B og E) og adeins VA1QECTR-E8R
midad vid C).

tjair stokkbreytta vidtakann (mynd F

Vid T3 (myndir G-L) mé sja enn meiri mun & tjaningu EGFR & milli frumulina
en mun meiri tjaning er hja VA10ECFR8%8R (3) en hja VA10 (G). Einnig er mun
meiri fosférylering hja VA105CTR8%8R (K) en VA10 (H). Tjaning & EGFR L858R
kemur adeins fram hja VA105C 828R (| midad vid 1).

A myndum M til R méa sja tjaninguna vid tima T10. EGFR tjaningin hefur
nanast horfid hja VA10 (mynd M) en er enn mjog mikil hja VA10FC R38R b4 a
tjAningin hafi mikid feerst inn ad kjarnanum (mynd P). Pad er enn orlitil

fosforylering i VA10 frumulinunni (mynd N) en p6 mun meiri hja VA105CFR858R

QECFRLESER yirgist hafa

(mynd Q). Tjaning a stokkbreytta vidtakanum hja VA1l
minnkad mjog mikid og sést varla & mynd R. En eins og adur pa er engin tjaning

hja VA10 frumulinunni & EGFR L858R vidtakanum.
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Mynd 12: Tjaning & EGFR, EGFR P1068 og EGFR L858R i VA10 og VA105° -8R yi5 svelti

(TO), eftir 3 min i aeti (T3) og eftir 10 min i eeti (T10). Métefnin eru litud graen og kjarnalitur er
blar. Myndirnar eru teknar i 20x staekkun.



4.1.3 Starfreen hegdun frumulinanna i tviviori reektun.
4.1.3.1 Frumuskrid VA10 og VA1QECFRLESER
VA10 frumur skrida ad edlisfari ekki mikid en til ad athuga hvort stokkbreytti

vidtakinn hefdi ahrif a getu frumnanna til ad skrida var framkveemt
frumuskridsprof. bar var skrid frumnanna i gegnum goététta himnu (8 pm)
kannad yfir 48 kist. Skridid var 6rvad med pvi ad hafa naeringarsnautt aeti fyrir
ofan himnuna og neeringarrikt eeti fyrir nedan hana. Nidurstédur Ur talningu og
ljdsmeelingu a peim frumum sem hofou skridid voru sambeerilegar og var enginn
munur a frumuskridi & milli frumulinanna. Nidurstodur Ur ljésmeelingu & peim
frumum sem skridu hja VA0 (blatt) og VAL105CFRS8R (graent) ma sja & mynd

13.

Frumuskrio
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Mynd 13: Frumuskridsprof. Enginn munur er & frumuskridi hja VA10 og VA10
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Til ad athuga hvort L858R stokkbreytingin & EGFR vidtakanum hefdi ahrif 4
vaxtarhrada frumnanna var frumufjélgunarprof framkveemt med frumutalningu a
crystal violet litudum frumum. A peim 9 dégum sem athugadir voru uxu
VA10FCFRESBR frymurnar tolfreedilega marktaekt hradar en VA10 og VA105™Y

frumurnar, sja mynd 14.

Vaxtarkurfa meod EGF i zeti

1,2

o
o

'c

Q.

= N

- o ~-VA10

£l l = VAL0™™
= VA10

0,4

0,2

K

Dagur 1 Dagur 3 Dagur 5 Dagur 7 Dagur 9

Mynd 14: Vaxtarkarfa par sem VA10 VAlOE Pty [0} VAlOE FRL8S8 voru reektadar i

y U g

hefédbundnu LHC-9 eeti. VAlOE FRLESE vaxa hradar en VA10 o VAlOE pty’ sem vaxa
g

med SVipUéUIII hrada.

Stokkbreytingin & EGFR vidtakanum geeti valdid pvi ad hann verdi 6hadur
bindli (EGF) til ad vera virkur. Pvi kénnudum vid hvort frumurnar geetu vaxid an
EGF i eaeti. begar tilraun var gerd par sem grunneaeti (DMEM/F12) var gefid an
EGF virtist sem frumurnar yxu ekkert (nidurstédour ekki syndar). Annad
frumufjolgunarprof var framkveemt med BEGM &eti par sem EGF var sleppt. ba
uxu frumurnar mun betur og VA105¢ ™R8 hetur en VAL0E™Y og VA10 (mynd
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15). baer uxu po6 ekki jafn hratt og i venjulegu LHC-9 aeti en um 30% munur er &
vaxtarhradanum.

Vaxtarkurfa an EGF i ati
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Mynd 15: Vaxtarkarfa par sem VA10, VA10E™"Y og VA105¢ R8%8R ery raektadar i BEGM
eti an EGF vaxtarpattarins. Allar frumulinurnar vaxa i setinu en VA105¢™*#8R b hradast.

4133 Prof 4 sjalfstyroum frumudauda.

CPT er frumudrepandi efni sem kallar fram sjalfstyrdan frumudauda hja frumum
med pvi ad hindra topoisémerasa |. Pad veldur pvi ad eftirritun & DNA gengur
ekki eftir pannig ad i frumuskiptingu stédvast fruman i seinni hluta S-fasa eda
byrjun G2 fasa. Pad veldur pvi ad fruman fer i sjélfstyréan frumudauda (Morris
& Geller, 1996).

CPT var pvi beett a frumurnar til ad kalla fram sjalfstyrdan frumudauda i
VA10, VAL0E™? og VALOQECFRISER ~Apnexin V hefur mikla saekni i fosfélipid

fosfatidylserin (PS) sem er protein sem venjulega er bundid innan &
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frumuhimnuna en feerist utan & hana i sjalfstyroum frumudauda. Annexin V
hentar pvi vel til ad kanna upphafsstig sjalfstyrds frumudauda. Propidium j6did
(PI) er notad til ad greina lifandi frumur fra daudum. Lifandi frumur hleypa PI
ekki ad sér en Pl getur bundist daudum eda skemmdum frumum. Frumur sem
litast beedi med Pl og annexin V eru pvi annad hvort & lokastigi sjalfstyros

frumudauda eda pegar daudar. A mynd 16 ma sja nidurstodur ar profinu.

VA10 frumurnar fara Ur pvi ad vera 17,1% a lokastigi sjalfstyrds frumudauda
eda pegar daudar (vidmido, mynd A, baedi annexin og Pl jakveedar) i 26,9%
(medhondlad, mynd B), pad er 9,8% munur. VALOE™ fer Gr pvi ad vera 12,3%
(C) i 19,4% (D), 7,1% munur. i VA10FCFRR fara frumurnar ar 8,38% (E) |
11,8% (F), 3,42% munur.

Ef baedi upphafsstigid og lokastigid eru tekin med pa verdur munurinn & milli
vidmids og medhondlads 9,6% (VA10), 15,11% (VALOE™) og 1,62%
(VAlOEGFRLsssR)_

petta bendir til ad VA10FCFRI8R & ekki eins naem fyrir framkollun &
sjalfstyroum frumudauda og hinar frumulinurnar, en nanari rannsokn pyrfti til ad

stadfesta petta.
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Mynd 16: Sjalfstyrdur frumudaudi kalladur fram med CPT. Myndir Ag
og D) syna VA10"™ og E) og F) syna VA105CTRUESR \/p1QFCFRIES

vidkvaemar fyrir framkéllun sjalfstyrds frumudauda med CPT en VA10 og VA10"™"Y.
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4.2 Serheefing EGFR frumulina i prividri reektun

4.2.1 Raektun med aedabeli

4.2.1.1 VA10ECTRE88R mvndar fleiri pyrpingar en VA10 i prividdarraektun
ut fra jafn moérgum frumum.

Privio reektun med esedapeli er notud til ad na fram myndun & greinéttum
formgerdum hja VA10. Ef sedapel er ekki til stadar myndast ekki greinott
formgerd (Franzdottir og fl., 2010). begar jafn moérgum frumum er s&d i matrigel
af VA10 og VA105CFR8R ha myndar VA105CFRES8R fleiri pyrpingar i gelinu. A
mynd 17 ma sja viosjarmynd (i steekkun 1,25x) af VA10 holu (A) og
VA10FCFRE8SBR (BY eftir 21 dag | reekt med aedapeli. 500 frumum var s&d med
150.000 aedapelsfrumum. A myndinni sést ad mun fleiri pyrpingar eru & B

myndinni.

VA 10 VA 10EGFRL858R

Mynd 17: brivid reektun af VA10 og VA1OEGFRL858R med adapeli. Myndin er tekin i 1,25x
steekkun. A) VA10 frumur eftir 21 dag i matrigeli &samt sedapeli, 500 frumum var sad.
B) VA10"CFR ¥R frumur eftir 21 dag i matrigeli 4samt sedapeli, 500 frumum var sad.

Frumulinurnar voru reektadar i pririti til ad fa tolfreedilega markteekar
nidurstodur. Pyrpingar voru taldar & dégum 10, 15 og 20 og peim var skipt i 4
flokka eftir pvi hversu floknar pyrpingar voru ad myndast. Til haegri & mynd 18
og 19 ma sja myndir sem skyra Gt skilgreiningar & pyrpingunum. Flokkarnir
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voru: Hringlaga pyrpingar, snemmbuin utbungun, flokin Utbungun og greindtt
formgerd.

VA10QECFREEBR myndar samtals mun fleiri pyrpingar en VA10 i gelinu, eda um
200 & moti um 100. Talningar & dégum 10, 15 og 20 ma sja & myndum 18, 19
og 20.

et 1 . . Hringlaga
Fjoldi pyrpinga eftir 10 daga pyrpingar
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Mynd 18: Fjoldi hringlaga pyrpinga, snhemmbuinna- og fl6kinna Utbunga hja VA10
(blatt) og VAL0CTR®BR (greent) eftir 10 daga i prividri reekt med sedapeli. Til haegri
maé sja skyringarmyndir fyrir skilgreiningarnar a myndinni. VA1QFCFRLEER myndar mun
fleiri pyrpingar en VA10.
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Mynd 19: Fjoldi hringlaga pyrpinga, snemmbuinna- og flokinna Gtbunga hja VA10
(blatt) og VA105CFR-EBR (graent) eftir 15 daga i prividri reekt med aedapeli. Til haegri
ma sja skyringarmyndir fyrir skilgreiningarnar & myndinni. VA105¢7*¥°®% myndar mun

fleiri pyrpingar en VA10.
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Mynd 20: Fjoéldi hringlaga pyrpinga, snemmbuinna- og flékinna Gtbunga hja VA10
(greent) og VALOEGFRL858R (blatt) eftir 20 daga i prividri raekt med aedapeli. Til haegri
ma sja skyringarmyndir fyrir skilgreiningarnar & myndinni. VA105° ¥R myndar mun fleiri
pyrpingar en VA10.

421.2 A fyrri hluta prividdarfrumuraektunar med aedapeli myndar
VA10ECFRL8SER fl5knari pyrpingar en VA10.

Vid reektun i matrigeli med aedapelsfrumum mynda VAl

OEGFRL858R ekk| bara

fleiri pyrpingar heldur einnig fléknari byggingar. Pad eru ekki eins margar
pyrpingar sem eru adeins hringlaga heldur myndar hun einnig pyrpingar sem
kallast hér flokin Gtbungun. Par verda miklu fleiri og péttari Utbunganir sem
oftast verda ekki ad greindttri formgerd, heldur dragast ad lokum saman i
hringlaga pyrpingu.

A mynd 21 ma sja VA10 (A-D) og VA105CFRE8S8R (E_H) sem reektadar voru i
matrigeli &samt sedapeli. VA10ECFR8R myndar fléknari byggingar en VA10
byrjun (sja myndir B og F og C og G). A degi 9 (D9) er VA10 po6 farin ad mynda
Utbunganir sem gaetu préast i greinétta formgerd (D) en VAL10ECFRBS8R myndar
mjog péttar Gtbunganir sem 6liklegt er ad greinist frekar (H). | heegra horninu &
myndunum ma sja steekkada utgafu af peim pyrpingum sem o6rvarnar benda a.

Myndirnar eru upprunalega allar teknar i 5x steekkun.
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VA1 0EGFRL858R

Mynd 21: bréun VA10 og VA10"°F %8R { prividri reektun med sedapeli, dagar 5-9 (D5-D9).
VA105CFRI58R [yyriar orlitid fyrr en VA10 ad mynda Gtbungur, eins og sja ma & myndum F og G
midad vid myndir B og C. Upprunalega eru myndirnar teknar i 5x staekkun en litlu myndirnar i
haegra horninu eru staekkadar atgéfur af peim pyrpingum sem érvarnar benda 4.
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A mynd 22 mé sja ad & seinni dégum raektunarinnar heldur VA10FCFR-8%8R

afram ad vera med fleiri Gtbunganir ar hverri pyrpingu en fer pé ad mynda
greindtta formgerd, likt og VA10 (myndir B og F). A degi 20 (D20) (myndir D og
H) eru badar banar ad mynda greindtta formgerd en svo virdist sem

VA1QFCFREER g6 meg fleiri greinar en VA10.

VA1 0 VA1 0EGFRL853R

‘|
[

{
5
|

Mynd 22: Préun VA10 og VA105FR"R i priviari reektun med aedapeli, dagar 11-20 (D11-
D20). VA0 R 858R myndar fléknari pyrpingar, med fleiri Gtbunganir, eins og sja ma & myndum
E og F midad vid A og B. Einnig feer greinétta formgerdin mun fleiri greinar (H) en VA10
greindtta formgerdin (D). Upprunalega eru myndirnar teknar i 5x steekkun en litlu myndirnar i
haegra horninu eru staekkadar atgéfur af peim pyrpingum sem érvarnar benda 4.
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Pegar talning var framkveemd var pyrpingunum skipt nidur i fjora flokka:
Hringlaga pyrpingar, snemmbuin utbungun, flékin Gtbungun og greinott
formgerd. Talningar voru framkveemdar & dégum 10, 15 og 20 og eru
nidurstddur ar peim syndar & myndum 23, 24 og 25. bPar ma einnig sja
synimyndir med deemi ar hverjum flokki (til haegri).

Af heildarfjtlda pyrpinga myndar VA105¢™R8%8R mun haerra hlutfall af floknum
Utbungunum en VA10 eins og sja ma & myndum 23 og 24. A mynd 25 eru
stadalfravikin frekar stor fyrir VA105¢™R88R en pad er vegna pess ad frumurnar
i einni holu af premur heettu ad vaxa. Ef su hola veeri ekki tekin med veeri
munurinn svipadur og a myndum 23 og 24. Ekki er munur & fjélda pyrpinga sem

mynda greinétta formgerd a milli frumulinanna (sja myndir 24 og 25).

Hring_;laga
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Mynd 23: Hlutfall hringlaga pyr inqa, snemmbuinna- og flékinna Gtbunga af heildarfjolda
byrpinga VA10 (blatt) og VA10"CT %8R (graent) eftir 10 daga i prividri reekt med aedapeli.
Til haegri ma sja skyringarmyndir fyrir skilgreiningarnar & myndinni. VA105°™**®**" myndar mun
fleiri floknar Utbunganir en VA10.
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Mynd 24: Hlutfall hringlaga pyrpinga, snhemmbuinna- og flokinna Utbunga og greinéttra
forgerda af heildarfjolda pyrpinga VA10 (blatt) og VA105°TR"%¥R (grzent) eftir 15 daga i
priviori reekt med aedapeli. Til heegri ma sja skyringarmyndir fyrir skilgreiningarnar & myndinni.

VA105¢ R myndar mun fleiri floknar Gtbunganir en VA10.
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Mynd 25: Hlutfall hringlaga pyrpinga, snemmbuinna- og flékinna Gtbunga og greinéttra
forgerda af heildarfjslda pyrpinga VA0 (blatt) og VA105®TR%8R (graent) eftir 20 daga
prividri reekt med aedapeli. Til haegri ma sja skyringarmyndir fyrir skilgreiningarnar & myndinni.

VA105CFR88R myndar mun fleiri fléknar Gtbunganir en VA10.
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4.2.1.3 Reaektun med gefitinib i eeti
par sem gefitinib hindrar EGF vidtaka og pa sérstaklega stokkbreytta vidtaka

var akvedio ad setja upp reekt par sem gefitinibi var baett Gt i aetid. Frumunum
var sad i matrigel asamt aedapelsfrumum. prjar frumulinur voru notadar, VA10,
VAL0E™Y og VAL0ECFRESER 1| vfinu var beett i zeti® i 1uM styrk & degi 7 (D7),
pegar frumurnar veeru banar ad mynda pyrpingar til ad kanna ahrif pess a
myndun & greinéttum formgerdum. Par sem buist var vid ad VAL0FCFRE8R gzt
verid viokveemari fyrir lyfinu en hinar frumulinurnar var han einnig sett upp i sér
reekt par sem gefitinibi var beett Ut i setid & 1. degi (D1).

A mynd 26 ma sja fjolda pyrpinga sem myndudust i reektinni a fjorum
timapunktum: Rétt &dur en gefitinib var beett i eetid (7. dagur) og eftir 10, 15 og
20 daga. bar sem lyfid var ekki sett i atid fyrr en & 7. degi nadu frumurnar ad
mynda pyrpingar og hélst sa fjoldi nokkurn veginn ut allan timann.
VA1L0QECFREEBR (1) voru ekki taldar & 7. degi par sem pyrpingarnar voru svo

littar ad mjog erfitt var ad telja paer. VA1QECTR-E8R

(D1) myndadi mjog litlar
pbyrpingar en paer voru po fleiri en VA10 myndar i reekt an gefitinibs pannig ad
pad virdist sem lyfid hafi ekki alveg stédvad voxt peirra, po ad nanast engar hafi
myndad pyrpingar ad svipadri steerd og i hefdbundinni prividri raekt (sj& mynd

26).

Raektun med gefitinib i aeti

300
@ 250
b0
£
a 200 = VA10 (D7)
2 150 = VA10“"™"(D7)
'_a VA10EGFRI.858R (07)
5 100 EGFRLB58R
o " VA10 (D1)

50
D |

7. dagur 10. dagur 15. dagur 20. dagur

Mynd 26: Fi6ldi pyrpinga i prividri reektun & VA10 (D7), VAL0"™"Y (D7), VA10CTRE8R (D7)
og VA10F¢TR8% (D1) par sem D stendur fyrir daginn sem gefitinibi var baett i zetid.
Talningar voru gerdar fjérum sinnum, a 7., 10., 15. og 20. degi. Fjoldi pyrpinga sem myndadist i
upphafi hélst nokkurn veginn allan timann.
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A mynd 27 ma hvernig frumulinurnar uxu i matrigeli asamt gefitinib i aeti.
Myndir A-E syna proun VA10 frumulinunnar fra pvi adur en &tid var sett & (D7)
og fram & dag 20 (D20). Myndir F-J syna VA105™Y, myndir K-O VA10FCFR-858R
(D7) og myndir P-T VA10FC¢FR8%8R (D1). Engin myndun verdur & greinéttum
formgerdum eda floknum Utbungunum hja neinni frumulinunni. Orliti® var um
snemmbunar Gtbunganir og 6rvarnar benda a peer ef paer eru til stadar. betta

bendir til pess ad EGF sé naudsynlegt fyrir myndun & greinattri formgera.

A

A10 (D7) VA105™*(D1)

Mynd 27: brivid raektun af VA10 (A-E), VA10"™"Y (F-J) og VA105¢ R85 (K_T) med gefitinib
i eeti. Gefitinib var sett i @ti® annad hvort & degi 7 (D7) eda a degi 1 (D1). Orvarnar benda &
paer bEyr'pin ar sem eru markverdar & hverri mynd. A myndum P-T var gefitinibi baett i aetid hja
VA105CFR8>8R 4 degi 1 og myndast pvi mjog smaar pyrpingar, allt fram til dags 20 (T). Myndirnar
eru teknar i 5x staekkun. Engin frumulina myndadi greindtta formgerd eda Utbunganir a 20
doégum i reekt.
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4.2.2 Raektun an aedabels

Pegar VA10 frumulinan er raektud i prividri reektun an sedapels myndar hun

mjog sjaldan greinéttar formgerdir (Franzdottir og fl., 2010). bPegar prividar
reektanir voru settar upp med aedapeli voru settar upp vidmidunarholur an
aeodapels til ad vera viss um ad frumulinurnar myndudu ekki greinotta formgerd
an sedapelsins. | tveimur af fimm holum sem settar voru upp med VA10FCFR-858R
myndudu 6rfaar pyrpingar greinétta formgerd. | sému fimm tilfellum gerdist pad
aldrei hja VA10. Myndir 28 og 29 syna pyrpingar Ur pessum tveimur tilraunum.
A mynd 28 er VA10 synd & myndum A-F og VA105CFRES8R 4 myndum G-L. A
mynd 29 er VA10 synd & myndum A-G og VA10ECFR%8R 4 myndum H-N. A
beim ma sja ad adeins VA10ECTR8R myndar greinétta formgerd eda einhvers

konar afbrigdi af henni.
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Mynd 28: VA10 (A-F) og VA10"®™R"®®R (G_L) { reekt i matrigeli an sedapels. Myndirnar eru
teknar & dégum 8-20 (D8-D20) og eru teknar i 5x staekkun. | heegra horninu er steekkud mynd af
peim pyrpingum sem 6rvarnar benda a. Adeins VA10F®™R%R myndar greinétta formgers.
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Mynd 29: VA10 (A-G) og VAL0™T*% (H-N) i raekt i matrigeli an sedapels. Myndirnar eru
teknar & dogum 8-22 (D8-D22) og eru teknar i 5x staekkun. | haegra horninu er steekkud mynd af
peim pyrpingum sem 6rvarnar benda a. Adeins VA10F®™R%R myndar greinétta formgers.
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5. UMRAEDUR

5.1 Samantekt

| pessari rannsékn skodadi ég adallega ahrif stokkbreytts EGF vidtaka & VA10
lungnaberkjupekjufrumulinu. Ahrifin voru skodud i priviéri reekt en einnig voru
gerdar profanir & starfreenni hegdun i tvividri reekt og a svipgerdareiginleikum

nyju frumulinunnar.

Megin nidurstddur ar rannsokninni eru ad VA1QFCFRL8ER

er mjog lik
hefdbundinni VA10 frumulinu pegar kemur ad helstu kenniproteinum hennar.
VA10FCFREBSER iair EGFR i meira magni og lengur en VA10 en annars er
proteintjaning peirra mjog svipud. | rannsoknum & starfraenni hegdun peirra 6x
VA1LQECFREEBR hradar en VAL0 og virtist einnig vera med meira vidnam gegn
sjalfstyroum frumudauda pegar hann var kalladur fram med CPT. Enginn munur
var hins vegar a frumuskridi peirra tveggja. Mestur munur a frumulinunum
tveimur kom fram pegar paer voru skodadar i prividri raekt. VA1QFCFRI88R
myndadi par neestum pvi tvisvar sinnum fleiri pyrpingar en VA10 gerdi og
byrpingarnar sem hin myndadi voru einnig almennt floknari ad gerd. | reektun
an adapels nadu orfaar pyrpingar hja VAL0FCFRE8R a5 mynda greinétta
formgerd ad einhverju leyti i tveimur tilraunum af fimm en VA10 gerdi pad i
engu tilfelli. Pad virdist pvi sem stokkbreytingin & EGFR hafi &hrif & frumurnar
pbannig ad peer eigi audveldar med ad mynda greinétta formgerd an hjalpar
a&edapelsins. Mjog ahugavert var ad pegar gefitinib var sett i setid i priviori
reektun med aedapeli myndadi engin af frumulinunum greinétta formgerd eda
Gtbungur. Pad gefur til kynna ad EGF sé mikilveegt vid myndun greinottrar
formgerdar og er ahugavert ad kanna pad nanar.

5.2 VA10"mPY

I upphafi voru bunar til sex frumulinur, prjar frumulinur i harri umséaningu og
priar frumulinur i lagri umsaningu. Pad var gert til ad haegt veeri ad rannsaka
frumulinurnar beedi i loft-vokva reekt, par sem porf er a frumulinu med lagri
umsaningartdlu, og til ad rannsaka peer i myndun & greinéttri formgerd en

frumulinur med hda umséaningartdlu henta betur til pess. prjar genaferjur voru
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notadar, par af var ein tdm, ein med villigerd af EGF vidtakanum og ein med
stokkbreytta gerd af vidtakanum (L858R).

I pessu verkefni var sjonum sérstaklega beint ad VA10 undirfrumulinunum
med tému genaferjuna (VA105™Y) og stokkbreytta vidtakann (VAL1QECFRI898R)
harri umsaningu. Einnig var unnid med venjulegar VA10 frumur og paer notadar
sem vidmid fyrir VA10E™Y,

Pegar valeetid (med puro) var sett a nyju undirfrumulinurnar vard mjoég mikio
val og stor hluti af frumunum dou. baer frumur sem innleitt h6fdu genaferjuna i
erfdamengid sitt eettu ad lifa af par sem i genaferjunni fylgdi vionam gegn puro.
VA10E™PY f6r sérstaklega illa Gt dr valinu og adeins um tvaer eda prjar frumur
lifou valid af og myndudu hina nyju frumulinu, bsedi hja lagu og hau

umsaningunum.

Eftir ad farid var ad vinna med VA10=™"Y frumulinuna og hin borin saman vid
VA10 kom i ljés ad undirfrumulinan hagadi sér allt 6druvisi en VA10 gerdi. |
frumufjolgunarprofun  6x han lang hradast, betur en badi VA10 og
VALQECFREEER [ prividri reekt myndadi hin einnig mun fleiri pyrpingar en VA10,
en po ekki jafn margar og VA10ECFRIES8R 'bag |itur at fyrir ad vid petta mikla val
hafi valist Ur nokkrar frumur sem voru ad einhverju leyti haefari en hinar til ad lifa
af. Eftir nokkrar tilraunir med VA105™Y var pvi akvedid ad buda til nyja

undirfrumulinu af VA10 med tdma genaferju.

Vid gerd nyju VAL0E™Y frumulinunnar var akvedid ad i stad pess ad sykja
adeins einu sinni, ad sykja tvisvar med veirum. Einum degi eftir ad heett var ad
sykja var valeetid svo sett & nyju frumurnar en pvi midur déu peer allar. | pridju
tilraun var akvedid ad proéfa aftur ad sykja tvisvar sinnum til ad auka likur & ad
fleiri frumur myndu innleida genaferjuna i erfdamengid sitt. Akvedid var ad
reyna ad bida eins lengi og haegt veeri med ad setja valeetid a frumurnar en
einum og halfum degi eftir sykingu var talid ad paer veeru svo péttar ad pad pyrfti
ad setja valeetid 4. | petta skiptid heppnadist sykingin vel og um helmingur

frumnanna valdist Ur (sem var mjog gott midad vid fyrri sykingar).

bessir erfidleikar med VALOF™Y frumulinuna urdu til pess ad VA10

frumulinan var oftar notud sem vidmid fyrir VA10ECTRE8R K4 petra hefdi verid
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ad hafa frumulinu sem einnig hefdi verid sykt med veirum til ad ganga ur
skugga um ad ekki adeins veirusykingin veeri ad hafa ahrif.

Nidurstédur Gr gdmlu VAL0E™ |inunni eru adeins notadar i myndir 9 og 10 f
nidurstédum (kafli 4.1.2: Ahrif & tjaningu mikilveegra kenniproteina) en & 68rum
stodum par sem vitnad er { VA10E™Y er um nyju frumulinuna ad reeda. Reynt
var ad endurtaka sem flestar tilraunir med nyju frumulinunni en ekki reyndist
timi til ad endurtaka peer allar. bvi er adeins VA10 viomid i tilraun & frumuskriodi
(4.1.3.1) og i reektunum med sedapeli (4.2.1.1 0og 4.2.1.2).

5.3 Starfreen hegdun VA1QFCFRE88R

i frumufjolgunarprofi 6x VA10EC RS8R hragar en hinar frumulinurnar tveer, baedi
i hefdbundnu LHC-9 eeti og i BEGM &eti &n EGF vaxtarpattarins. Asteedan fyrir
bvi ad VAL10FCFREER yiex betur geeti verid st ad stokkbreytti EGF vidtakinn 6rvi
vOxt an pess ad EGF vaxtarpatturinn purfi ad vera til stadar. Vidtakinn gefur pvi
oftar bod um frumuskiptingu en i frumulinunum par sem stokkbreytingin i EGFR
er ekki til stadar. Athygli vakti ad i BEGM aeti an EGF uxu allar frumulinurnar
ageetlega, po engin af peim yxi jafn vel og i hefobundnu aeti (vaxtarhradinn
minnkadi um pad bil um 30%). Blist var vid pvi ad adeins VA10FCFRL88R
frumulinan eda jafnvel engin peirra myndu vaxa i eeti an EGF. Hugsanleg
skyring & pessu geeti verid ad pegar EGF vaxtarpatturinn er ekki til stadar i
aetinu beeti adrir vaxtarpaettir pad upp og hlaupi i skardid fyrir frumurnar svo peer
geti vaxio, en BEGM er mjog rikt af vaxtarpattum. pad virkar p6 ekki jafn vel og

pbegar EGF er til stadar og pvi vaxa frumurnar ekki jafn hratt.

Prof a sjalfstyroum frumudauda var framkveemt til ad athuga hvort
stokkbreytingin i EGFR hefdi einhver ahrif ef sjalfstyrdur frumudaudi veeri
kalladur fram i frumunum. Erfidlega gekk ad na adferdinni gbéori og purfti
nokkrar tilraunir til ad na nidurstédum. Mestur timi fér i ad stilla MACSQuant
teekid fyrir VA10 frumulinuna en eftir pad gekk mun betur. Nidurstodur pessarar
tilraunar benda til ad VA10ECFRE8%8R g6 med meira vidnam gegn pvi ad lata kalla
fram sjalfstyrdan frumudauda hja sér. En adeins um 3% breyting er a milli
viomids og medhondladra frumna & lokastigi sjalfstyrds frumudauda en han er

um 7% og 10% hja hinum frumulinunum. Ef baedi eru teknar paer frumur sem
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eru a frum- og a lokastigi sjalfstyrds frumudauda (baedi peer sem eru jdkveedar
eru fyrir Pl og annexin saman og paer sem eru adeins jakveedar fyrir annexin) er

munurinn enn meiri, eda um 2% a moéti 10% og 15%.

Fleiri tilraunir pyrfti p6 ad gera til ad stadfesta pessar nidurstodur. Mjog erfitt
er ad fa sambeerilegar nidurstédur & milli tilrauna, liklega vegna pess ad
frumulinur eru alltaf ad einhverju leyti i sjalfstyroum frumudauda, an pess ad
hann purfi ad vera kalladur fram i peim med efnum. Pad veeri p6 mjog
adhugavert ad skoda betur hvernig stokkbreyting i EGFR vidtakanum hefdi ahrif
til pess ad draga ur sjalfstyroum frumudauda. Ekki er alveg ljést i gegnum
hvada ferla pad geeti verid en EGFR hefur medal annars ahrif i gegnum PI3K &
Akt og mTOR en peir midla bodum sem auka lifun og koma i veg fyrir
sjélfstyrdan frumudauda. mTOR hefur verid tengdur NSC lungnakrabbameinum
og er talinn valda aukinni lifun med pvi ad komast hja sjalfstyroum frumudauda
(Hay & Sonenberg, 2004). Nakveemur verkunarmati, hvernig stokkbreytti
viotakinn aetti ad komast hja verkun CPT er po6 ekki ljos og eru petta einungis
getgatur.

5.4 Pprivid reektun

Privio frumuraekt er notud til ad kanna proskun pekjufrumna i edlilegra umhverfi
en i tvivioum raektum. Til ad kanna éahrif stokkbreytta vidtakans & myndun
greinéttrar formgerdar hja VA10 var pvi notud privid frumureekt. I prividum
reektunum med VAL10 er edapel naudsynlegt svo hun myndi greindttar
formgerair. | fyrstu tilraununum sem gerdar voru i reektun med aedapeli var 1500
frumum sad af hverri frumutegund med 145.000 aedapelsfrumum. Vid pad
myndudust um 300-500 pyrpingar og reyndist mjog erfitt og timafrekt ad telja
beer. Einnig virtist vera sem frumurnar veeru ekki ad mynda mikid af greinottum
formgerdum og kom upp su tilgata ad pad veeri par sem paer héfdu ekki mikid
laust plass til ad mynda greinarnar Gt i. | framhaldi af pvi var akvedid ad setja
upp reekt med feerri frumum (500) svo nidurstbdurnar veeru greinilegri, pad er
frumurnar fengju pa meira plass til ad mynda greinétta formgerd, ef pad var
plassleysi sem var ad hafa ahrif adur.
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Nidurstddurnar syndu ad VAL105CTR-EBR hefdi meiri heefileika til ad mynda
byrpingar i priviori reekt en VA10, en um 50% munur var & samtals pyrpingum
sem frumulinurnar myndudu. Petta bendir til ad stokkbreytti vidtakinn geri
frumunum betur kleift ad vaxa og steekka i umhverfi par sem grunnhimna er allt
i kring. VAL10ECFRE8R myndadi einnig mjog mikid af pvi sem ég vil kalla fléknar
Gtbunganir (e. complex budding). Margar pyrpingarnar sem myndudust hja
VA10FCFRESER myndudu mjog mikid af Gtbungunum, 6llum § einum hnappi. beer
steekkudu ad einhverju leyti en eftir 15 daga i reekt foéru peer oft ad draga sig
saman og endudu stundum sem hringlaga pyrpingar eftir 20 daga i reekt.
Moguleg skyring & pessu geeti verid ad EGF vidtakinn sendi almennt bod um ad
fruma skuli mynda Utbunganir til ad byrja ad mynda greinétta formgerd. |
edlilegum vidtaka eru bodin send nogu strjalt til ad haefilega margar Utbungur
myndist og verdi sidan ad greinum og myndi greinotta formgerd. Mogulega geeti
verid ad pegar viotakinn er stokkbreyttur pa sendi hann miklu oftar bod um
myndun & Utbungum. beer verdi sidan a endanum pad margar ad engin peirra

nai ad dreifa betur ar sér, pvi dragi peer sig allar saman aftur a endanum.

i greinéttu formgerdunum virtist VAL10FCFR858R einnig mynda, i flestum
tilfellum, fleiri greinar en VA10. bad geeti einnig verid af sdmu astsedu og fyrir
Gtbunganirnar, ad stokkbreytti vidtakinn sendi fleiri bod um myndun Utbungana
en edlilegi vidtakinn gerir. | pau skipti sem pyrpingarnar na ad mynda greinotta
formgerd geeti verid ad bodin hafi ekki verid eins morg og i floknum Gtbungunum
og pvi ekki myndast of margar Gtbunganir i hnapp heldur nadu greinarnar ad

vaxa Ut.

VA10FCFRESBR hyriadi einnig orlitid fyrr (1-2 dogum) en VA10 ad mynda
Gtbunganir Ut ar hringlaga pyrpingunum. Pad geeti bent til pess ad EGFR L858R
sé virkari og komi pvi greinamyndandi ferlinu fyrr af stad innan frumnanna, po
pbad sé ekki mikid fyrr.

Pessar nidurstodur benda til pess ad EGFR sé mjog mikilvaegur pegar kemur
ad bodum um ad frumur myndi greinar. Nidurstédurnar ur reektunum med EGFR
hindranum gefitinib i aeti eru i samraemi vid pad par sem pegar EGFR var
hindradur med 1 pM af gefitinib myndudust engar utbunganir eda greinéttar

formgerdir hja neinni frumulinu.
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Nidurstddur ar reektunum &n aedapels eru einnig i samraemi vid petta par sem
VA105CFRIEBR nasi ad mynda greinétta formgerd i tveimur tilfellum af fimm par
sem peer voru reektadar an aedapels. A sama tima myndadi VALO aldrei
greinotta formgerd. VA10 hefur &4dur getad myndad greinotta formgerd i 6drum
rannséknum par sem aedapel var ekki til stadar en pad er mjog sjaldgeeft.
Nidurstédurnar benda pvi til ad stokkbreytti vidtakinn geri frumunum pad
audveldara fyrir. | greinamyndun midlar EGFR MAPK og PI3K ferlum sem 6rva
greinamyndun og er pvi liklegt ad stokkbreyttur vidtaki geti haft mikil ahrif a
greinamyndun (Davies, 2002).

5.4.1 Raektun med gefitinib
Adur en gefitinib var beett i eetid i prividu raektinni var gerd préfun a einlagaraekt

bar sem 0,5 uM, 1 uM, 2uM og 5uM styrkir voru notadir. | fljétu bragdi sast ekki
mikill munur a milli styrkja og var pvi akvedid ad nota 1 pM styrk sem var i
samraemi vid adrar tilraunir (Abhold og fl., 2012; Guix og fl., 2008; Lynch og fl.,
2004). Styrkurinn atti ad vera naegilegur til ad ahrif myndu sjast en atti ekki ad
hindra EGF vidtakana ad fullu. Einnig var liklegra ad EGFR L858R vidtakinn
myndi hindrast meira en hinir og pvi hefdu jafnvel getad komid fram meiri ahrif &
VAL05CFREEER frymulinunni en hinum. bad reyndist p6 ekki vera munur & milli
frumulina en nidurstdédurnar Ur tilrauninni komu skemmtilega a 6vart par sem
gefitinib hindradi algjorlega alla greinamyndun hja frumulinunum premur. Pad
gefur sterklega til kynna ad EGF viotakinn skipti miklu mali fyrir myndun

greinéttrar formgerdar hja frumunum.

Vidtakinn FGFR er mjog mikilveegur fyrir greinamyndun. bar sem hann er
einnig tyrésin kinasa viotaki eru likur a ad gefitinib geeti hafa hindrad hann ad
einhverju leyti i tilrauninni. Franzdottir og félagar préfudu ad hindra FGFR hja
VA10 i prividri reekt og vard pad til pess ad mun feerri eda neerri engar greinottar
formgerdir myndudust (Franzdottir og fl., 2010). | tilrauninni notudu pau
o0sérhaeféan FGFR hindra sem kallast SU5402 og notudu hann i 25 pM og 50
MM styrk. Par sem hemillinn er ésérhaeféur parf ad nota hann i meiri styrk en
ella til ad hindra FGFR vidtakana. Gefitinib var notad i 1 uM styrk og sagt er ad
pad sé sérhaefour hemill fyrir EGFR. Gefitinib hindrar p6 einnig adra tyrésin

kinasa vidtaka par sem pad reedst & ATP raufina & tyrésin kinasa vidtakanum. |
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samantekt & eiginleikum gefitinibs fyrir FDA kemur fram ad gefitinib geti hindrad
FGF vidtakann med helmingshémlun vid 1-3 pyM i HUVEC frumum. |
trefjakimfrumum var FGF viétakinn haminn ad helmingi vié 3,4 uM styrk (Cohen
og fl., 2004). | ljosi pessa getur verid ad FGF vidtakarnir hafi hindrast ad
einhverju leyti en oliklegt er ad peir hafi hindrast ad fullu. Einnig skal athuga ad
rannsoknin var framkvaemd i prividu geli og pvi er liklegra ad meiri styrk purfi af
lyfinu til ad fara inn i gelid en pegar rannsoknirnar eru framkvaemdar a tvividri

reekt.

Af pessum nidurstdoum sést ad L858R stokkbreytingin i EGFR hefur ahrif a
voxt VA10 frumulinunnar og proska hennar vardandi myndun greinéttrar
formgerdar i prividri reekt. pratt fyrir ad stokkbreytingin hafi verid tengd vid
krabbamein virdist hin ekki naegja ein og sér til ad breyta edlilegri
berkjupekjufrumulinu i krabbameinsfrumur. Stokkbreytti vidtakinn veldur pvi ad
frumulinan vex hradar og myndar frekar greinotta formgerd i priviori reekt en
hann veldur po6 ekki 6edlilegum vexti. Liklegt er ad ef fleiri stokkbreytingum verdi
beett vid geeti frumulinan ordid meira ifarandi og synt frekari
krabbameinseinkenni. petta er i samraemi vid adrar heimildir en par segir ad
frumur purfi alltaf fleiri en eina stokkbreytingu til ad verda ad

krabbameinsfrumum (Hanahan & Weinberg, 2011).
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6. ALYKTANIR

Nidurstdédur Ur tilraunum & stokkbreytta vidtakanum EGFR L858R i VA10
frumulinunni hafa synt fram a ad helstu ahrifin sem hann hefur & frumulinuna
snla ad vaxtarhrada hennar og myndun greinéttrar formgerdar i prividri reektun.
Nidurstodur benda til pess ad vidtakinn sé virkari en hefdbundni EGF vidtakinn i
VA10 frumulinunni en stokkbreytingin i honum einum og sér virdist po ekki
verda til pess ad frumurnar fai krabbameinslika hegdun. | krabbameinum er
talad um ad purfi & bilinu sex til tiu stokkbreytingar til ad mynda krabbamein og
er pvi liklegt ad purfi fleiri stokkbreytingar en adeins i EGF vidtakanum til ad

mynda krabbameinslikar frumur.

| framhaldi af pessu veeri &hugavert ad breyta frumulinunni enn frekar, til
deemis med pvi ad magna upp eda sla nidur onnur gen sem hafa ahrif a
greinamyndun. | pessu samhengi meetti nefna nidurslatt & sprouty sem daemi en

sprouty gegnir mikilveegu hlutverki i hdmlun greinamyndunar.

Nidurstodur syna ad ahrif gefitinibs a voxt og préoun frumnanna voru greinileg
og stbédvudu greinamyndun ad Ollu leyti. bad er pvi ljést ad homlun & EGF

vidtakanum hefur mikil ahrif & myndun greinéttrar formgerodar.

I neestu skrefum veeri &hugavert ad gera aframhaldandi tilraunir & gefitinib par
sem minni styrkur af gefitinib er notadur og sja vid hvada styrk pad heettir ad
hafa jafn mikil ahrif. Einnig veeri haegt ad profa prividdarraeektun & hefdbundinni
VA10 frumulinu med mismiklum styrk af vaxtapeettinum EGF i aeti og sja hvort

aukinn styrkur myndi auka myndun greinéttrar formgerdar.
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9. VIDAUKAR
VIDAUKI 1
Hér ma sja innihaldsefni helstu buffera sem notadir voru vid rannséknina.

10xPBS

pPegar PBS er nefnt er alltaf att vio 1xPBS sem er 1:10 pynning a pessum
buffer.

1,38 M NaCl
26,8 mM KCI
81,0 mM Nay;HPO,4
70,5 mM KH2POq4
i afjonudu vatni

TE buffer

10mM tris(hydroyymetyl)aminémetan
1mM EDTA (Triplex)
i afjonudu vatni

RIPA buffer
50 mM Tris-HCI, pH 8.0
150 mM NaCl
1.0% lgepal CA-630
0.5% Natrium deoxykdlat

0.1% Natrium dodecyl sulfat
[ afjonudu vatni



VIDAUKI 2

Toflur sem linurit og grof eru byggo a.

Tafla I: Frumuskridsprof (mynd 13):

Frumulina Medaltal | Stadalfravik
VA10 0,052 0,055 0,068 |0,058333| 0,008505
VA10FCFREEBR | 054 0,062 0,052 0,056 0,005292

Tafla II: Vaxtarkarfa med EGF i aeti (mynd 14):

Dagur VA10 Medaltal | Stadalfravik

1 0,049 0,054 | 0,058 | 0,05367 0,0045

3 0,085 0,089 | 0,094 | 0,08933 0,0045

5 0,217 0,235 | 0,229 | 0,227 0,0092

7 0,445 0,443 | 0,461 | 0,44967 0,0099

9 0,67 0,743 | 0,859 | 0,75733 0,0953
Dagur VA105™PY Medaltal | Stadalfravik

1 0,061 0,074 | 0,075 0,07 0,0078

3 0,106 0,12 0,12 | 0,11533 0,0081

5 0,254 0,266 | 0,332 | 0,284 0,0420

7 0,425 0,473 0,47 0,456 0,0269

9 0,757 0,752 | 0,754 | 0,75433 0,0025
Dagur VA1QFCFRL8%8R Medaltal | Stadalfravik

1 0,069 0,071 | 0,076 | 0,072 0,0036

3 0,161 0,177 | 0,165 | 0,16767 0,0083

5 0,469 0,448 0,45 | 0,45567 0,0116

7 0,513 0,662 | 0,725 | 0,63333 0,1089

9 1,026 0,864 | 1,044 | 0,978 0,0991




Tafla lll:

Vaxtarkurfa an EGF i aeti (mynd 15):

Dagur VA10 Medaltal | Stadalfravik

1 0,072 0,088 0,068 0,076 0,0106

3 0,105 0,104 0,11 0,10633 0,0032

5 0,222 0,21 0,25 0,22733 0,0205

7 0,319 0,311 0,296 | 0,30867 0,0117

9 0,502 0,458 0,45 0,47 0,0280
Dagur VA105™PY Medaltal | Stadalfravik

1 0,095 0,087 0,086 0,08933 0,0049

3 0,119 0,121 0,127 0,12233 0,0042

5 0,281 0,25 0,237 0,256 0,0226

7 0,359 0,369 0,349 0,359 0,0100

9 0,544 0,472 0,479 | 0,49833 0,0397
Dagur VA1QFCFRESSER Medaltal | Stadalfravik

1 0,088 0,084 0,081 | 0,08433 0,0035

3 0,174 0,163 0,17 0,169 0,0056

5 0,328 0,381 0,351 | 0,35333 0,0266

7 0,469 0,449 0,492 0,47 0,0215

9 0,668 0,728 0,633 0,67633 0,0480

Tafla IV: Fjoldi pyrpinga eftir 10 daga (mynd 18):

Gerd pyrpinga: VA10 Medaltal | Stadalfravik
Hringlaga pyrpingar 100 101 113 104,7 7,2
Snemmbuin Utbungun 3 3 2 2,7 0,6
Fl6kin Gtbungun 5 6 5 5,3 0,6
Samtals pyrpingar 108 110 120 112,7 6,4

Gerd pyrpinga: VA1QFCFRL8%8R Medaltal | Stadalfravik
Hringlaga pyrpingar 163 170 163 165,3 4,0
Snemmbuin Gtbungun 2 3 3 2,7 0,6
Flokin Gtbungun 39 53 47 46,3 7,0
Samtals pyrpingar 204 226 213 214,3 11,1




Tafla V: Fjoldi pyrpinga eftir 15 daga (mynd 19):

Gerd pyrpinga: VA10 Medaltal Stadalfravik
Hringlaga pyrpingar 81 74 102 85,7 14,6
Snemmbuin Gtbungun 6 3 3 4,0 1,7
Fl6kin dtbungun 6 4 7 5,7 15
Greindtt formgerd 6 6 2 4,7 2,3
Samtals pyrpingar 99 87 114 100,0 13,5

Gerd pyrpinga: VA1QFCFRI88R Medaltal Stadalfravik
Hringlaga pyrpingar 140 148 146 1447 4,2
Snemmbuin Utbungun 3 0 0 1,0 1,7
Fl6kin dtbungun 40 45 39 41,3 3,2
Greindtt formgerd 6 11 8 8,3 25
Samtals pyrpingar 189 204 193 195,3 7,8

Tafla VI: Fjoldi pyrpinga eftir 20 daga (mynd 20):

Gerd pyrpinga: VA10 Medaltal Stadalfravik
Hringlaga pyrpingar 75 75 87 79 6,9
Snemmbuin Gtbungun 3 1 1,7 1,2
Flokin utbungun 4 7 57 15
Grein6tt formgerd 8 6 4 6 2,0
Samtals pyrpingar 90 88 99 92,3 59

Gerd pyrpinga: VA10FCFRE88R Medaltal Stadalfravik
Hringlaga pyrpingar 159 120 127 135,3 20,8
Snemmbuin Gtbungun 3 2 1 2,0 1,0
Flokin Utbungun 4 36 20 20,0 16,0
Grein6tt formgerd 0 16 20 12,0 10,6
Samtals pyrpingar 166 174 168 169,3 4.2




Tafla VII: Hlutfall eftir 10 daga (mynd 23):

Gerd pyrpinga: VA10 Medaltal Stadalfravik
Hringlaga pyrpingar 92,6 91,8 94,2 92,9 1,2
Snemmbuin Gtbungun 2,8 2,7 1,7 2,4 0,6
Fl6kin dtbungun 4,6 55 4,2 4,8 0,7
Gerd pyrpinga: VA10EGFRL858R Medaltal Stadalfravik
Hringlaga pyrpingar 79,9 75,2 76,5 77,2 2,4
Snemmbuin Gtbungun 1,0 1,3 1,4 12 0,2
Flokin Utbungun 19,1 23,5 22,1 215 2,2

Tafla VIII: Hlutfall eftir 15 daga (mynd 24):

Gerd pyrpinga: VA10 Medaltal Stadalfravik
Hringlaga pyrpingar 81,82 85,06 89,47 85,45 3,8
Snemmbuin dtbungun | 6,06 3,45 2,63 4,05 1,8
Fl6kin Gtbungun 6,06 4,60 6,14 5,60 0,9
Greindtt formgerd 6,06 6,90 1,75 4,90 2,8

Gerd pyrpinga: VA1QFCFRL88R Medaltal Stadalfravik
Hringlaga pyrpingar 74,07 72,55 75,65 74,09 16
Snemmbuin dtbungun | 1,59 0,00 0,00 0,53 0,9
Fl6kin dtbungun 21,16 22,06 20,21 21,14 0,9
Greino6tt formgerd 3,17 5,39 4,15 4,24 1,1

Tafla IX: Hlutfall eftir 20 daga (mynd 25):

Gerd pyrpinga: VA10 Medaltal Stadalfravik
Hringlaga pyrpingar 83,3 85,2 87,9 85,5 2,3
Snemmbuin Gtbungun 3,3 1,1 1,0 1,8 1,3
Flékin Gtbungun 4.4 6,8 7,1 6,1 1,4
Greindtt formgerd 8,9 6,8 4,0 6,6 2,4

Gerd pyrpinga: VA1QFCFRE8%8R Medaltal Stadalfravik
Hringlaga pyrpingar 95,8 69,0 75,6 80,1 14,0
Snemmbuin Gtbungun 1,8 1,1 0,6 1,2 0,6
Flokin dtbungun 2,4 20,7 11,9 11,7 9,1
Grein6tt formgerd 0,0 9,2 11,9 7,0 6,2




